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RESUMEN

La degeneracion axonal es un fendmeno observado tanto en nervios lesionados, como
en diversas enfermedades neurodegenerativas. Esta degeneracion es distinta a la del
cuerpo celular y, frecuentemente, precede o estd asociada a la aparicién de los
sintomas de la enfermedad. Un proceso complementario a este fenémeno es la
regeneracion axonal. En invertebrados —y algunos vertebrados- se ha descrito el
proceso de regeneracion axonal inmediatamente después de la degeneracion de los
nervios de diversas neuronas del sistema nervioso periférico (SNP). Sin embargo,
poco se conoce acerca de fendmenos regenerativos en el sistema nervioso central, y
por lo tanto describir los factores que favorecen la regeneracion axonal en el SNP
puede entregar herramientas para estudiar este proceso a nivel central.

Existe una gran cantidad de estudios en modelos de degeneracion y regeneracion in
vitro. Dado que el objetivo de éstos es determinar mecanismos que puedan aplicarse
en terapias contra enfermedades neurodegenerativas, se hace critico describir estos
eventos in vivo.

La linea lateral posterior (LLP) del pez cebra es un sistema mecanosensorial ideal
para estos fines. La LLP se desarrolla en la superficie del pez y en un periodo corto
de tiempo, de ésta manera el estudio de este sistema ofrece una excelente oportunidad
para realizar un andlisis detallado de la degeneracion, y la posterior regeneracion

axonal in vivo. Debido a la similitud funcional y estructural entre las células ciliadas

del oido interno de vertebrados y las de la LLP, se ha propuesto que el desarrollo de



ambos tipos celulares se basa en mecanismos similares. La diferencia mas importante
entre las células ciliadas de mamiferos y peces, es la capacidad de regeneracion de
éstas en teledsteos, como el pez cebra. Esta incapacidad de regeneracién en
mamiferos es una de las principales causas de sordera. Varios estudios han tratado de
diferenciar o implantar células ciliadas en animales sordos, pero éstas no pueden
sensar estimulos si no estan inervadas. Asi, la relacion entre la célula ciliada y su
neurona sensorial es escencial para el correcto funcionamiento del sistema, y por lo
tanto es necesario estudiar el posible mecanismo de regeneracion del nervio y la
reinervacion de su c€lula blanco.

En esta tesis se implement6 una metodologia de visualizacién in vivo de los procesos
de degeneracion y regeneracion de los axones del nervio de la LLP del pez cebra,
mediante el uso de axotomia l4ser 2 fotones y microscopia confocal time lapse. Se
caracterizaron los procesos de degeneracion y regeneracion axonal del sistema
nervioso periférico del modelo vertebrado pez cebra. Ademas, se analiz6 y se ajusté a
un modelo el fenémeno de degeneracion axonal posterior al dafio. Finalmente, se
determiné que la participacion de las células de Schwann es esencial para el proceso
de guia axonal durante la regeneracion, mientras que la actividad de los macréfagos —

fagocitando los fragmentos axonales- es requerida una vez ocurrida la degeneracion.



ABSTRACT

Axonal degeneration is a phenomenon observed both in injured nerves, as in several
neurodegenerative diseases. This degeneration is distinct from that occurring in the
cell body and often precedes or is associated with the onset of symptoms of the
disease, a fact that becomes important in the clinical application of their study. A
complementary process is axonal regeneration. In invertebrates, -and some
vertebrates- the process of axonal regeneration immediately after the degeneration of
nerves has been described in different neurons of the peripheral nervous system. For
this reason, it is relevant to describe those factors that favor peripheral nervous
system axonal regeneration, to subsequently confirm these findings in the central
nervous system. There are several studies of degeneration and regeneration ix vitro.
However, since their aim is to identify mechanisms that can be applied in treatment of
neurodegenerative diseases, it is critical to describe these events in vivo. The
posterior lateral line of zebrafish is a mechanosensory system ideal for this purpose.
As the posterior lateral line develops on the surface of the fish and in a short period of
time, the study of this system offers an excellent opportunity for a detailed analysis of
degeneration and subsequent axonal regeneration iz vivo. Due to the functional and
structural similarity between the hair cells of the inner ear of vertebrates and those of
posterior lateral line it has been suggested that the development of both cell types is
based on similar mechanisms. The most important difference between hair cells of
mammals and fishes is the regenerative capacity of these in teleosts. This failure of

regeneration in mammals is a major cause of deafness. Several studies have attempted




to differentiate or implant hair cells in deaf animals, but they cannot sense stimuli if
they are not innervated. In this way, it becomes essential to study the relationship
between the hair cell and sensory neuron, the possible mechanism of nerve
regeneration and re-innervation of the target cell. In this work I implemented a
methodology for inm vivo visualization of the processes of degeneration and
regeneration of posterior lateral line axons of zebrafish, using 2-photon laser axotomy
and time-lapse confocal microscopy. I characterized axonal degeneration and
regeneration of posterior lateral line axons in zebrafish. In addition, I analyzed and
created a model of the phenomenon of post-injury axonal degeneration. We
determined the essential participation in axonal guidance of Schwann cells during

regeneration and macrophages in the phagocytosis of the fragments after axonal

degeneration.




1. INTRODUCCION

La degeneracion axonal corresponde a los cambios producidos en los axones debido a
un corte o lesién que los desconecta del soma neuronal. Este es un proceso controlado
y altamente complejo. Los mecanismos tempranos de degeneracion son especificos
para cada tipo celular, sin embargo, los procesos mds tardios tienen en comun el
desensamblaje de microtiibulos, la inflamacién y fragmentacion axonal, y finalmente
la eliminacién de los segmentos remanentes por fagocitos reclutados localmente. La
estricta regulacién de la degeneracion axonal implica un complejo proceso activo, a
diferencia de el proceso de muerte celular pasivo. Este fendmeno biolégico influye de
manera importante en el desarrollo del sistema nervioso, estd involucrado en
enfermedades neurodegenerativas, en lesiones mecanicas y metabolicas de los
nervios (Raff y col. 2002, Saxena y Caroni 2007, Coleman y Freeman, 2010).

El evento crucial en la degeneracion del segmento distal del axon lesionado es la
desintegracion granular del citoesqueleto y del axoplasma. La lesion estructural del
axon se correlaciona con la pérdida de la capacidad para generar y conducir el
potencial de accion (Oblinger y Lasek, 1988). Esta desintegracion es gatillada por un
aumento en la concentracion de calcio axoplasmico (Schlaepfer, 1977). Se ha descrito
que el aumento del calcio libre intra-axonal se relaciona con la patogenia del dafio
axonal en trauma (George y col. 1995, Siman y col. 1999) e isquemia (Stys y col.
1991, Fern y col. 1995). Estos estudios sugieren la participacion de los canales de

calcio voltaje-sensibles y del canal intercambiador de Na*/Ca®* en su fisiopatologia.



En el segmento distal de la lesidn, la pérdida del contacto de las células de Schwann
con los axones produce una disminuciéon de los niveles de mRNA de proteinas
componentes de la mielina, producidos por la glia. Las células de Schwann se

desdiferencian y proliferan.

1.1 Tipos de degeneracién axonal

Desde el punto de vista de las enfermedades neurodegenerativas, la forma mas
relevante de degeneracion axonal ocurre por un proceso conocido como dying back,
en el cual el axén de una neurona “enferma” degenera progresivamente, demorando
semanas o meses, comenzando desde la zona distal y continuando hacia la proximal
con respecto al soma (figura 1B; Cavanagh y col.1964, Schaumburg y col. 1974).
Esta es la patologia mas comiin observada en las enfermedades que afectan nervios
periféricos causadas por dafios téxicos, metabdlicos e infecciosos. Son ejemplos de
éstas las polineuropatias asociadas a diabetes, alcoholismo y SIDA (Sima y col.
1983, Walsh y col.1970, de 1a Monte y col.1988). Ultimamente se ha propuesto que
este tipo de degeneracion axonal es la causa principal o confribuye de forma
importante a la progresion de enfermedades neurodegenerativas del sistema nervioso
central (SNC), tales como Alzheimer y Parkinson (Raff y col. 2002, Conforti y col.
2007, Coleman y Freeman, 2010). En diversas condiciones neurodegenerativas, la
degeneracioén axonal y la del cuerpo celular (muerte celular neuronal y apoptosis) son
eventos simultaneos y la relacidon causal entre estos eventos y los sintomas de la

enfermedad no estan del todo claros (Raff'y col. 2002, Conforti y col. 2007).
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Figura 1. Distintos tipos de degeneracion axonal. (A) Cuando un axon se corta, el
segmento distal experimenta degeneracion walleriana. Cuando el axén de una
neurona en desarrollo se corta, el cuerpo celular con frecuencia experimenta
apoptosis. (B) En la degeneracion tipo dying back el arbol axonal de una neurona no
saludable degenera poco a poco, empezando desde distal y progresando hacia
proximal. (C) Cuando la parte distal del axén de una neurona simpatica es privado
localmente de NGF en una placa de cultivo de tres camaras, ese segmento de axon
especifico degenera, mientras que el resto del axén y la célula sobreviven. (D)
Durante el desarrollo normal, las ramas axonales incorrectas son frecuentemente
eliminadas por pruning.

Sin embargo, la evidencia genética indica que la degeneracion axonal y la muerte
celular de la neurona son eventos distintos. Por ejemplo, se ha descrito que en ratones
que sufren neuropatia motora progresiva, los animales mutantes desarrollan una
patologia en la cual los axones de las neuronas motoras degeneran por die back,
mientras que los somas neuronales sufren apoptosis (Sagot y col. 1995). Es

interesante mencionar que cuando la muerte celular es inhibida genéticamente

sobreexpresando el gen anti-apoptotico bcl-2 en las neuronas motoras, la




degeneracion de los axones, el comienzo y progresion de la enfermedad, asi como el
estadio de muerte no muestran cambios (Sagot y co0l.1995). Esto sugiere que es la
degeneracion axonal, y no la muerte neuronal, lo que debilita y mata al animal.

También se conoce la degeneracion axonal fisioldgica o no patologica, la cual ocurre
durante el desarrollo del sistema nervioso. Durante este periodo, las neuronas pierden
algunas de sus ramificaciones en un proceso conocido como poda o pruning (figura
1D). Muchas neuronas extienden sus neuritas de manera redundante y excesiva, y
algunas de estas ramificaciones son removidas selectivamente. Este proceso
determina la organizacién final y la compleja conectividad del circuito (O’Leary y
col. 1993). La ausencia de sefiales troficas desde el target podria causar la
degeneracion de las neuritas como ocurre con el axén de una neurona simpética en
cultivo, deprivada localmente del factor de crecimiento nervioso, NGF (figura 1C,
Campenot y col. 1982, Raff y col. 2002). El pruning ha sido descrito durante el
desarrollo del sistema nervioso tanto en vertebrados como en invertebrados (O’Leary
y Koester 1993, Lee y col. 1999, Kage y col. 2005, Luo y O’Leary 2005). A partir de
este tipo de degeneracion -durante el desarrollo- surge la pregunta sobre cémo

degenera s6lo una parte de la neurona sin afectar al resto de ésta.

1.2 Degeneracion Walleriana (WD)

Un ejemplo clésico de degeneracion axonal es la degeneracion Walleriana (Waller
1850) la cual ocurre cuando un axén es cortado. El segmento del ax6n que esta
desconectado del soma, se desintegra de manera caracteristica y ordenada. En

vertebrados, esta parte del axén puede conducir potenciales de accion por hasta 2 dias



si es eléctricamente estimulado, pero luego degenera rapidamente: el reticulo
endoplasmatico se desintegra, los neurofilamentos se degradan, las mitocondrias se
hinchan y el axén se separa en fragmentos que son luego fagocitados (figura 1A; Raff
y col. 2002). La WD ocurre en el sistema nervioso central y periférico frente a un
trauma, accidente vascular, infeccion o debido a una respuesta inmune local que dafia
a los axones. (Raff y col. 2002, Coleman y Freeman 2010). Previo a la WD, y
causada también por una lesion o corte en el axén, se ha descrito la degeneracion
axonal aguda (4cute Axonal degeneration; AAD; Kerschensteiner y col. 2005), la
cual ocurre durante los primeros 30 minutos post-dafio y produce la degeneracion de
ambos extremos adyacentes al corte (figura 2) en aproximadamente 300 pum de
longitud distal y proximal al punto de corte. La AAD més que una retraccion del axén

cortado, podria representar el mecanismo de pérdida de los extremos dafiados

(Kerschensteiner y col. 2005).

Ao tiviey eeeeres]

Lesioned (537)

Figura 2. Degeneracion axonal aguda (AAD). Cambios en un axon de la raiz del
ganglio dorsal in vivo durante las primeras 72 horas luego de la lesion, incluyendo die
back y WD. El asterisco muestra el sitio de lesion. Las flechas blancas los extremos
axonales. Proximal esta hacia la izquierda. Escala 250 um (Kerschensteiner y col.
2005)




En 1989 el grupo de Lunn identificé una cepa de ratones mutantes, Wid® (Wallerian
degeneration Slow) que presentaban una tasa de degeneracion axonal reducida luego
de un dafio (figura 3; Lunn y col. 1989). En estos animales, los axones sobrevivian y
mantenian sus funciones por méas de 3 semanas, en lugar de unos dias como se
observé en los axones silvestres cortados. La capacidad de sobrevivencia adquirida de
los axones dafiados en los mutantes WId, revel6 que los axones degeneran
activamente gatillando un programa de degeneracion, y no de manera pasiva debido a
la falta de apoyo tréfico del cuerpo neuronal. Se demostré mas tarde que el efecto
protector de WId® también se extiende a los axones y las sinapsis del SNC (Ludwin y
Bisby 1992, Gillingwater y col. 2006).

El uso del ratén WId® como herramienta genética para estudiar las bases de las vias de
destruccion celular ha mostrado que los mecanismos neurodegenerativos presentan un
alto grado de compartimentalizacion. A pesar de su robusto efecto sobre la
degeneracién axonal, WId® no muestra ningun efecto en la apoptosis del soma celular,
como se observa en cultivos de neuronas simpéticas deprivadas de NGF, y en
motoneuronas axotomizadas (Adalbert y col. 2006, Deckwerth y Johnson 1994). En
este contexto, ningiin cambio fenotipico en otro tipo celular ha sido descrito a la fecha
en animales WId® . Por otro lado, la sobre-expresion de genes anti-apoptdticos como
bel-2, no altera la WD (Burne y col. 1996), similar a lo descrito para el tipo de

degeneracion dying back.

1.2.1 Degeneracion tipo WD
Una pregunta central es si la WD es relevante desde el punto de vista de las

enfermedades neurodegenerativas y de lesiones en los nervios. En base a
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caracteristicas morfoldgicas y mecanismos semejantes, se ha descrito que la
degeneracion tipo dying back es similar a la WD (Wallerian-like
degeneration;Cavanagh y col. 1979; Griffin y col. 1996). Estudios en el SNC
extienden este mecanismo a modelos de Parkinson, glaucoma, esclerosis multiple y
distrofia axonal gracil (Beirowski y col. 2008, Hasbani y O’Malley 2006, Howell y

col. 2007, Kaneko y col. 2006, Mi y col. 2005, Sajadi y col. 2004).

Mouse phrenic nerve Mouse sciatic nerve Drosophila RN
7-day crush I-daycut I-day cut (WT); 10-day cut (WK5)

RRO!

. ‘
Uninjured »‘ .
A ‘.J:_‘.'{- /8

Injured
wild-type

Figura 3. Degeneracion Walleriana en axones silvestres y proteccion de ésta en
axones WId'. Los axones lesionados (fila central) muestran desintegracion del
citoesqueleto, observado por microscopia electrénica (columna izquierda) y
fragmentacion observado por microscopia de fluorescencia (columna central y
derecha). La integridad el citoesqueleto, las mitocondrias sin hinchazén y la
continuidad del axén son preservadas en cada ejemplo (fila de abajo). Se observa la
consistencia de WD y del rol protector de Wid® entre ratén y Drosophila. ORN,
neuronas receptoras olfatorias . Columna izquierda Brown y col. 1994; columna
central de Conforti y col. 2007. Figura total de Coleman y Freeman 2010.
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Ademas, el bloqueo de la sintesis proteica y la neurotoxina vincristina en cultivo
primario, gatillan un tipo de degeneracion similar a la WD (Gilley y Coleman 2010,
Wang y col. 2000).

Por otra parte, el “corte” de un axén no es comin en clinica. Las lesiones a la médula
espinal y al cerebro, generalmente aplastan y estiran los axones, respectivamente, lo
cual tiene como resultado la interrupcion del axdn horas o dias después. Entonces, si
bien la transeccién axonal es poco frecuente, la disrupcion del transporte axonal es
bastante comin, y también aisla a los axones del soma. Estudios en el ratén WId® han
determinado que el mecanismo de degeneracion luego de una lesion que interrumpe

el trafico axonal son similares (Coleman y Freeman, 2010).

1.2.2 El gen y proteina wid®

El gen Wid' fue mapeado al cromosoma 4 del raton (Lyon y col. 1993), en el cual un
rearreglo gendmico cred la fusién de 2 genes enddgenos. Los mRNAs codifican para
una proteina de fusién que esta ausente en ratones wt (figura 4; Coleman y col. 1998,
Conforti y col. 2000). El cDNA murino de WId retrasa la degeneracién axonal en
rata, mosca, pez cebra y modelos de cultivos celular (Adalbert y col. 2005, Araki y
col. 2004, Hoopfer y col. 2006, Macdonald y col. 2006, Martin y col. 2010, Wang y
col. 2001).

Los 285 aminoacidos del dominio C terminal contienen la secuencia completa de la
proteina de la nicotinamida mononucleétido adenililtransferasa 1 (Nmnatl), proteina
clave en la via de rescate del NAD" en mamiferos. Nmnat1 existe predominantemente
en el niicleo celular (Magni y col. 2004), al igual que WId® (Marck y col. 2001).

Los 70 amino4cidos del N terminal de WId® derivan del N terminal de una Ubiquitin
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ligasa tipo E4 (Ube4b o Ufd2a), que puede agregar multiples cadenas de ubiquitina a
sustratos de la via Ufd (Ubiquitin degradation fusion; Hatakeyama y col. 2001, Koegl
y col. 1999). Solo el 6% de la secuencia de Ube4b esta presente en Wldg, lo cual
excluye la caja U catalitica. Por esto, lo mas probable es que Wid® carezca de
actividad ligasa, pero mantenga la actividad de unién (Laser y col. 2006, Morreale y
col. 2009). Por ultimo, entre las secuencias de Ube4b y Nmnatl existe una secuencia
Unica de 18 aminoécidos generada del 5° UTR de Nmnat1 (Samsam y col. 2003).

La expresion de Wid® no afecta la expresién endégena de Nmnatl y Ube4b, por lo

tanto se trata de una ganancia de funcion.

Wid®-derived sequences Axon-protective phenotypes
N6 wid1g Mouse Drosophiia
NT7O Nmnat 1
wid® ++++ -t
Nmnat1 - ++
Ja L e S ————— - e
N16 + Nmnatl o so— n.d. +++4
ATX2
N16 swap ! 444+ n.d.
R213A R215A
WidS ANLS 4 ++++++ nd.
H112a@0 W258A/M)
Enzyme dead ————————— - -+
RK213-16A
Cyt-Nmnat1 b+ n.d.

Other Nmnat1 molecules

Nmnat2 nd -
(cyto/Golgl) -
N'('""“:g 44+ +++

Figura 4. Proteccion axonal mediada por Wldg, dominios de Wlds, y moléculas
Nmnat. El panel superior muestra constructos derivados de Wid® donde dominios
especificos de la proteina fueron mutados o suprimidos. El panel inferior muestra
otras moléculas Nmnat presentes en raton (Nmnat 2 y Nmnat 3). La proteccion de
éstas tanto en ratén, como en Drosophila se muestra a la derecha. + significa mayor
proteccion y — ausencia de ésta. n.d implica no determinada (Coleman y Freeman,
2010).
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1.2.3 Células de Schwann en la WD

Desde la primeras observaciones de August Waller en 1850, se conoce la
participacion esencial de las células de Schwann en la WD, tanto en la ruptura de la
vaina de mielina, como en la eliminacion de los restos de ésta (figura 5 y 6). Ademas,
las células gliales disminuyen la sintesis de lipidos mielinicos durante las primeras 12
horas post axotomia (White y col. 1989) y detienen la produccion de proteinas
mielinicas antes de las 48 horas (Trapp y col. 1988) . La separacion inicial de la vaina
de mielina del axdn se produce en las incisuras de Schmidt-Lanterman (Williams y
Hall 1971, Ghabriel y Allt 1979). Luego esta vaina se transforma en segmentos
separados completamente del soma, y se acorta para formar ovoides de mielina (Stoll
y col. 1989).

Durante los primeros dias post-lesion, las células de Schwann estin involucradas
activamente en el procesamiento de los restos de mielina. Estas células eliminan la
mielina por 3 vias distintas: degradando su propia mielina, fagocitando los restos
mielinicos extracelulares y presentando mielina a los macréfagos. Las células de
Schwann digieren mielina en sus vacuolas intracelulares usando enzimas hidroliticas
(Holtzman y Novikoff 1965, Han y col. 1989, Hirata y col. 1999). Las células de
Schwann también “bombean” restos de mielina al extracelular para que sean
fagocitados por los macréfagos (Liu y col. 1995, Hirata y col. 1999). En los primeros
dias post dafio, las células gliales eliminan mielina en ausencia de macréfagos,
promoviendo la rapidez del proceso en el SNP (Perry y col. 1995). Simultdneamente,

estas células liberan diversas quimio y citoquinas, algunas de las cuales son las
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responsables de reclutar macréfagos al sitio del nervio en degeneracion (Shamash y

col. 2002, Banner y Patterson 1994).

1.2.4 Participacion de los macréfagos en la WD

Diversos estudios han demostrado que los macréfagos son reclutados desde la
circulacion al nervio ciatico en degeneracion, 3 dias post axotomia (figura 5; Perry y
col. 1987, Stoll y col. 1989). El ntiimero peak de estas células se alcanza entre los 14 a
21 dias post lesion en el SNP (Monaco y col. 1992, Avellino y col. 1995). Tanto las
células de Schwann, como las fibras nerviosas en degeneracién producen moléculas
quimioatractantes que retnen macréfagos hacia el nervio. Ademds, los factores

presentes en el suero cumplen este rol (revisado en Cdmara-Lemarroy y col. 2010).
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Figura 5. Inmunomodulacion hipotética del proceso de degeneracién y regeneracién
post lesion axonal en un nervio periférico. M = Macréfagos; C = Complemento; (+) =
aumento; (—) = disminucion. Tomado de Cémara-Lemarroy y col., 2010.
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Figura 6. Comparacion de la WD en el SNP y el SNC. (a) Resumen esquematico de
los cambios histolégicos que ocurren durante la WD en el SNP, y que conducen a la
eliminacién de la mielina. La degeneracién axonal gatilla 2 respuestas paralelas que
resultan en la rapida limpieza de los restos mielinicos. Las células gliales desintegran
la mielina en pequefios ovoides. Las opsoninas derivadas del suero estimulan la
fagocitosis por parte de los macrofagos. La rapida eliminacion de la mielina permite
la regeneracion axonal en el SNP. (b) Durante la WD en el SNC ninguno de estos
procesos existe. Los oligodendrocitos no eliminan los restos de ovoides mielinicos. la
baja permeabilidad de la barrera hematoencefilica (BBB) impide la entrada de las
opsoninas y macréfagos. La persistencia de los restos mielinicos y sus inhibidores,
impide la regeneracion en el SNC. BNB, barrera tejido-capilar. Modificado de Vargas
y Barres, 2007.

En el SNP, los macréfagos median la fase final de la eliminacién de los restos
mielinicos del fragmento distal desconectado. Posterior a la lesion, estas células se
adhieren al tubo de lamina basal, luego entran a éste (Griffin y col. 1992, Li y col.

1995) y fagocitan los restos opsonizados (Bruck y Friede 1990, Friede y Bruck 1993).
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Los mecanismos de eliminacion de los restos axonales y mielinicos son similares en
los distintos tipos de degeneracion (Vargas y Barres 2007). Sin embargo, se han
descrito ciertas diferencias como por ejemplo, durante el desarrollo del sistema
nervioso en Drosophila los macréfagos no sélo fagocitan los restos axonales luego
del pruning, sino que también “cortan” proyecciones intactas que muestran signos de

desestabilizacion (Williams y col. 2005).

1.3 Regeneracion axonal post dafio

La capacidad de regeneracion limitada de las neuronas del sistema nervioso adulto ha
sido objeto de intenso estudio. Sin embargo, aiin no se conocen con claridad los
mecanismos que dan cuenta de éste fendmeno. Diversos estudios en modelos
vertebrados han establecido que tanto las propiedades intrinsecas de los axones
dafiados, como caracteristicas extrinsecas del ambiente que los rodea participan en la
correcta regeneracion axonal (Wang y col. 2010).

En los tltimos afios se ha establecido el estudio de la regeneracion axonal en modelos
genéticos, como Caenorabditis elegans, Drosophila y Danio rerio (Wang y col.
2010).

En el 2004, el grupo de Yanik desarrollé una cirugia laser para realizar axotomias en
neuronas marcadas de C. elegans transgénicos in vivo. Este estudio demostrd que los
axones de las neuronas GABAérgicas motoras, mecanosenosensoriales, y
quimiosensoriales, eran capaces de regenerar luego del dafio con laser (Gabel y col.
2008, Wu y col. 2007, Gosh-roy y col. 2010). De manera similar, se han desarrollado
técnicas de axotomias laser en Drosophila (Stone 2010) y pez cebra (Pardo-Martin y

col. 2010; O’Brien, Sagasti 2009, tabla 1). Es importante mencionar que las
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respuestas celulares y la sefializacion durante la regeneracion gatilladas por la
axotomia lidser muestran un alto grado de similitud con las caracteristicas
fundamentales inducidas por cirugias mecanicas (Wang y col. 2010).

Tabla 1. Nuevas axotomias laser y paradigmas de regeneracion.
Revisado en Wang y Jin, 2010.

Tablo 1
Now [asar axctomy and regeneration paradigms in C. efegans, Drosophila and zebrafish.
Genetic organism Neuronal process ‘Regrowth abiity
C. elogans Commissures of GABAergic motor neurons 54% of d COmITE: hes theie dorsal cestal
end within 12-24 hours [2,4,12]
C. ekgans Commissures of cholinergic mofor neurons Regrow ~50-60 um at 24 hours towards the dorsal cord 3]
C. elagans Axons of ALM, PLM, and AVM Regrow ~60-100 um at 24 houes {~1/4 to'1/3 of
mechanosensory nauwrons original axonal length) 12,4,137°,28""}
C. efegans Axon of HSN moter neuron Some extert of ragrowth [3]
c. Sensory dendrite of AWB chemosensory newron Only show slow partial regrowth at 24 hours [4]
Drosophia Class | dendritic arborization (da) neurons® A dendrits Is converted into a regenerating axon [9]
Zebrafish Axons of tigeminal sensory nourons Regrow robustly but the abilty to innervato original
skin teritory depends on developmental stages [7]
® Note; An axon or dendrite is savered at a distance fromits soma by a two-photon laser, except in Class | da neurons the axon is completaly
removed by a UV laser.

Como se menciond, una caracteristica importante de la regeneracién axonal es la
activacion de la capacidad intrinseca de crecimiento luego de una lesién. Esto ha sido
ampliamente estudiado en las neuronas sensoriales primarias del ganglio de la raiz
dorsal (DRG; Chen y col. 2007). Las neuronas DRG son neuronas seudounipolares
con un axon emergiendo del cuerpo celular el cual se divide en dos proyecciones
axonales: la proyeccion periférica inerva drganos receptores sensitivos en los tejidos
periféricos, mientras que la proyeccion central entra en la médula espinal y asciende
por la columna dorsal terminando en el cerebro. Las dos ramas axonales del mismo
cuerpo de la célula son fundamentalmente diferentes en sus respuestas a las lesiones.
La rama periférica regenera espontaneamente después de la lesion, lo que resulta en
la recuperacién funcional, pero la rama central no posee esta capacidad. Esta
diferencia en el potencial regenerativo se debe principalmente a su medio ambiente
(Chen y col. 2007). Sin embargo, cuando la lesién se produce en la rama central

después de la lesion en la rama periférica, la primera puede regenerar més alla del
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lugar de la lesién en el entorno inhibitorio de la médula espinal, un fenémeno
conocido como condicionamiento por lesion periférica (Neumann y Wolf 1999,
Richardson e Issa 1984).

Las sefiales inducidas por el dafio axonal producen una serie de cambios a nivel del
citoesqueleto, transporte retrégrado de factores de reparacion y cambios en la
expresion génica. Estudios tanto in vitro (Ziv y col. 1995, Appenzeller y col.1972,
Carlsen 1982) como in vivo (Gosh-Roy y col. 2010) han mostrado que una de las
primeras sefiales post-corte es el aumento de la concentracién de calcio y cAMP.

La activacién de la capacidad intrinseca de crecimiento aumenta la capacidad de
regeneracion, pero una regeneracion exitosa depende de un ambiente permisivo y de
sefiales de guia axonal para alcanzar los farget correctos.

En el pez cebra, el SNC es permisivo para la regeneracion, donde algunas neuronas
son capaces de crecer, lo que refleja su capacidad de crecimiento intrinseco intacta
(Becker y col. 1997, Becker y col. 1998, Zottoli y col. 1994).

Los principales obsticulos para la regeneracion axonal en el SNC son las moléculas
inhibitorias asociadas a la mielina y las cicatrices gliales inducidas por la axotomia.
Los astrocitos, que forman cicatrices gliales en el SNC después de la lesion, estan
ausentes en el SNP. La moléculas inhibitorias asociadas a mielina en el SNC como
MAG, la glicoproteina de mielina de oligodendrocitos (OMG), y los receptores de
estas proteinas, Ngr y p75, se expresan en el SNP (Filbin 2003). Sin embargo, en
contraste con el SNC, después de la lesion, las celulas de Schwann y los macréfagos
en el SNP eliminan rdpidamente los residuos de mielina (figura 6; Schafer y col.
1996). Ademads, las células de Schwann se desdiferencian disminuyendo la expresién

de las proteinas inhibitorias.
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Ademas de eliminar las moleculas inhibitorias, es necesaria la presencia de factores
neurotroficos para la correcta regeneracion axonal. Los factores neurotroficos
desempefian un papel critico en la supervivencia neuronal tras una lesién nerviosa
(Koliatsos y col. 1993, Miyata y col. 1986, Wiese y col. 1999, Yan y col. 1992). Se
ha descrito, in vitro, que los factores neurotréficos como el factor de crecimiento
nervioso (NGF), la neurotrofina 3 (NT-3), y el factor neurotr6fico derivado del
cerebro (BDNF) inducen el crecimiento del axon a través de la vias sefializaciéon
conservadas (Yoshimura y col. 2005, Zhou y col. 2004, Zhou y col. 2006). Estos
factores troficos inducen una activacion estrictamente regulada y localizada de PI3K
en el cono de crecimiento (figura 7; Chen y col. 2007).

Un papel esencial de las neurotrofinas en la regeneracion se ha deducido de sus
patrones de expresion diferencial después de la lesion del nervio. Tras una lesién
nerviosa periférica, el nivel de mRNA de p75 es sobreexpresado en las células de
Schwann distal a la axotomia (Heumann y col. 1987). Del mismo modo, en lesiones
del nervio ciético, el nivel d¢ mRNA de BDNF aumenta en el fragmento distal tres
dias después de la lesién y se prolonga durante varias semanas (Funakoshi y col.
1993, Meyer y col. 1992). Por el contrario, el mRNA de NT-3 disminuye en esa
misma drea (Funakoshi y col. 1993, Meyer y col. 1992). Estos resultados indican que
el BDNF es un modulador positivo y NT3 es un modulador negativo de la
mielinizacién de nervios periféricos.

La expresion de estos factores neurotroficos es baja en condiciones normales. Sin
embargo, estd documentado que luego de una lesion esta expresién aumenta, e

incluso se expresa en otros tipos celulares (May y col, 2005).
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Figura 7. Regeneracion axonal en los nervios de la DRG. Después de una lesion de la
rama periférica, los restos de mielina son eliminados rapidamente por las células de
Schwann y los macréfagos. Las células de Schwann se desdiferencian y reducen la
expresion de todas las proteinas mielincas generando asi, un ambiente permisivo. Las
proteinas de la matrix extracelular, como la laminina (LM) se unen a los receptores de
la integrina en el cono de crecimiento y activan PI3K a nivel local con la consiguiente
acumulacion de Akt activa en los sitios de contacto axdn-laminina. Akt activo
fosforila e inactiva a GSK-3p. La inactivacion de GSK-3B regula las proteinas de
union del citoesqueleto, promoviendo el ensamblaje del citoesqueleto. Las lesiones de
nervios periféricos también aumentan la capacidad intrinseca de crecimiento
neuronal. Neurotrofinas, tambien participan en la regeneracion axonal a través de sus
receptores tropomiosina quinasa (Trk) mediante una via de sefializacion intracelular
similar a la de la laminina. Tomado de Cheny col., 2007.

Se ha descrito que las células de Schwann, los macrofagos y los fibroblastos del
fragmento distal al corte expresan un amplio rango de factores neurotréficos, creando
un ambiente favorable para la regeneracion axonal (figura 8; revisado en Vargas y

Barres, 2007). La glia es también una guia estructural y provee los sustratos que
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promueven el crecimiento de la regeneracion axonal. Luego de un dafio axonal estas
células se desdiferencian y proliferan, formando una linea de células conocida como
“bandas de Bungner”. Los axones en regeneracion crecen en estrecha asociacion con
las células de Schwann, siendo asi capaces de recorrer el camino original exacto

(Nguyen y col. 2002).
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Figura 8. Células de Schwann en la regeneracion. Las células de Schwann forman una
estructura mecdnica para que los axones crezcan a la largo y secretan factores
neurotroficos expresados en la superficie celular. Estos son captados por el cono en
crecimiento, son incorporados al axén y son transportados retrégradamente al soma

celular. Asi, apoyan la sobrevivencia neuronal y mejoran la regeneraciéon axonal.
Tomado de May y col., 2005

1.4 Ventajas del pez cebra

Entre las ventajas que presenta este organismo se cuentan la fertilizacion externa de
sus huevos, por lo que todas las etapas del desarrollo pueden ser estudiadas; la
transparencia de las células en el estado embrionario y larvario, facilitando asi la
visualizacién de estructuras internas; una gran cantidad de embriones por cruza; un

tiempo de generacion relativamente corto (aproximadamente 3 meses), facil
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mantenimiento y generacién de lineas transgénicas y mutantes, gen-especificos. Su
mantencion es de bajo costo, lo que permite contar con un gran niimero de lineas
transgénicas, de mutantes y especies silvestres. A su vez, es posible la inhibicién
especifica de la actividad génica mediante el uso de oligonucledtidos antisentido
denominados morfolinos.

Es por estas caracteristicas que el pez cebra se ha propuesto para el estudio de
numeroso fenomenos bioldgicos, entre ellos envejecimiento y neurodegeneracién

(Tomasiewicz y col., 2002, Kishi y col. 2003, Keller y Murtha 2004, Gerhard 2007).

1.4.1 Sistema mecanosensorial de la linea lateral

El pez cebra presenta, al igual que otros peces y anfibios, un sistema mecanosensorial
llamado linea lateral (LL). Este sistema sensorial responde a estimulos mecanicos
producidos por el medio externo y estd involucrado en una variedad de
comportamientos que van desde la sincronizacién de los movimientos, la orientacién
en relacion a las corrientes de agua, la deteccién de la presa, la prevencion de los
depredadores, el nado en cardiimen y el cortejo sexual (Ghysen y Dambly-Chaudiére
2007).

La LL est4 compuesta por un grupo de 6rganos sensoriales individuales denominados
neuromastos, que se encuentran espaciados en la superficie del cuerpo en patrones
especie-especificos (figura 9). Cada neuromasto estd compuesto por un ntcleo de 15
a20 células ciliadas rodeado por dos tipos de células accesorias: células de soporte y
c€lulas del manto. Las células de soporte sostienen y rodean a las células ciliadas,
ésta a su vez se encuentran rodeadas por las células del manto, las que delimitan al

neuromasto. Estos o6rganos son inervados por aferencias de neuronas sensoriales
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cuyos somas se ubican en el ganglio de la linea lateral, las cuales extienden sus
axones al cerebro posterior (figura 10, Ghysen y Dambly-Chaudiére 2004, Goodrich
y col. 2005). Aproximadamente, 20 neuronas aferentes bipolares reciben la entrada
sinaptica de las células ciliadas de cada rama principal de la linea lateral. Estas
neuronas presentan su soma en el ganglio de la LL (ganglio cefélico ubicado entre el
ojo y el oido del pez), y proyectan las ramas centrales hacia el cerebro posterior de
manera somatotopica (Metcalfe y col. 1985, Gompel y col. 2001, Fame y col. 2006).
Las neuronas eferentes que inervan las células ciliadas de la LL tienen sus cuerpos
celulares en tres nucleos distintos en el sistema nervioso central, lejos de los ganglios
aferentes (Metcalfe y col. 1985, Fain y col. 2003).

Los neuromastos al estar expuestos en la superficie del cuerpo, son facilmente
visibles con microscopia de Nomarski y con tinciones fluorescentes como el
marcador vital 2-Di-4-Asp (Collazo y col. 1994), el marcador FM1-43 (Nishikawa y
Sasaki, 1996) y el marcador Yo-Pro-1 (Santos y col. 2006); los que se acumulan
especificamente en las células ciliadas funcionales. Ademas, actualmente existe una
gran variedad de lineas transgénicas de pez cebra, las cuales expresan GFP en los
diferentes tipos celulares de la linea lateral (figura 9). En el pez cebra, el patrén
embrionario de la linea lateral es relativamente simple y su desarrollo comprende
procesos de migracion celular y axonal, proliferacion, neurogénesis y diferenciacién
celular. Los neuromastos ubicados sobre la cabeza forman la linea lateral anterior
(LLA), mientras que los neuromastos ubicados sobre el tronco y la cola, incluyendo
la aleta caudal, forman la linea lateral posterior (LLP; figura 9, Ghysen y Dambly-

Chaudiére 2004).

25



Linea Lateral Anterior Linea Lateral Posterior

mantie cell £720;

\\

\
support ce 1‘ 4

afferent fibers
\

-

Figura 9. Linea lateral del pez cebra a los 3 dpf. Figura superior: diagrama de la linea
lateral del pez cebra. Figura media: visualizacion in vivo, de los neuromastos de la
linea lateral del pez cebra mediante tincion Daspei. Figura inferior: Esquema de un
neuromasto maduro. Se observa las células ciliadas mecanosensoriales (color verde),
c€lulas de soporte (color gris) y las células del manto (color azul). Ademas, se
muestra la expresion de GFP en las células del manto de la linea transgénica sqET20
y la expresion de GFP en las células ciliadas de la linea transgénica sqET4.

La LLP primaria del pez cebra se compone de 7 a 8 neuromastos y su desarrollo
comienza a las 18-20 horas post-fertilizacion (hpf) con la formacion de una placoda
de aproximadamente 120 células que se encuentran bajo la epidermis y justo posterior

a la vesicula otica. Una vez formada la placoda de la LLP, ésta se divide en un

pequefio compartimiento anterior de alrededor de 20 células, las que luego se
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diferencian a neuronas sensoriales formando el ganglio de la LLP; y en un
compartimiento mayor de aproximadamente 100 células, las que formaran el
primordio de la LLP (figura 11, Ghysen y Dambly-Chaudiere 2007). A las 20-21 hpf
comienza la migracion del primordio a lo largo del miosepto horizontal desde la
cabeza hacia la cola a una velocidad aproximada de 150 pum/h (1.7 somitos/hora;
figura 11d). Las células del primordio tienen un tamafio aproximado de 7 um de
didmetro y pueden ser distinguidas facilmente por su tamafio y forma. A medida que
el primordio migra, éste es acompaiiado por los axones que se extienden desde del

ganglio (Metcalfe 1985, Gilmour y col. 2004).

Figura 10. Pez cebra transgénico HGn39D expresa GFP en las neuronas aferentes de
la LLP (A-C). Larva de 4dpf. Vista lateral (A) y dorsal (B). Las flechas indican la
proyeccion central y periférica, en blanco y amarillo, respectivamente. Los cuadros
punteados muestran los ganglios de la linea lateral en A y B. (C) Ganglio de la LLP,
unos 25 cuerpos celulares se pueden contar.(D)Transgénico inmunomarcando las
células ciliadas con el anticuerpo anti-HCS1. Tomado de Faucherre y col. 2009.
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Figura 11. Desarrollo de la linea lateral posterior en el pez cebra. a) Vista lateral de la
cabeza de un embrién de 24 horas post-fertilizacion (hpf). b) Origen del primordio
migratorio, las flechas indican el punto donde se separan las células que daran origen
al ganglio de la LLP de las células migratorias que formaran el primordio de la LLP.
c¢) Comienzo de la migracién del primordio y formacién del ganglio de la LLP. d)
Migracion del primordio a través del miosepto horizontal y depésito de los pro-
neuromastos. Microscopia Nomarski.

Las células gliales en cambio, migran a lo largo de los axones (Gilmour y col. 2002)
mielinizando los axones del nervio de la LLP (Brosamle y Halpern 2002).
Recientemente, se ha demostrado que la sefializacion mediada por GDNF (Glial cell
line-derived neurotrophic factor) juega un papel clave en la afinidad de los conos de
crecimiento neuronales por el primordio, durante el desarrollo embrionario y la
regeneracion post corte del nervio de la LLP (Schuster y col. 2010).

Dado que la LLP se desarrolla en la superficie del pez, en un corto periodo de tiempo

(en 3 dpf'ya es funcional), el estudio de este sistema ofrece una excelente oportunidad
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para realizar un andlisis detallado de la degeneracion, y la posterior regeneracién
axonal in vivo.

Ademas, otra de la ventajas del estudio de la degeneracién axonal en la LLP es se
puede observar con marcadores simples la presencia y funcionalidad de las células
target, las células ciliadas.

Es importante mencionar que debido a la similitud funcional y estructural entre las
células ciliadas del oido interno de vertebrados y las de la LLP, se ha propuesto que el
desarrollo de ambos tipos celulares se basa en mecanismos similares (Pichon y col.
2004). La diferencia mds importante entre las células ciliadas de mamiferos y peces,
es la capacidad de regeneracion de éstas en teledsteos, como el pez cebra. La ausencia
de regeneracién de las células sensoriales y las neuronas auditivas en mamiferos es
una de las principales causas de sordera. Varios estudios han tratado de diferenciar o
implantar células ciliadas en animales sordos, pero éstas no pueden sensar estimulos
si no estdn inervadas. Por esta razon es esencial estudiar la relacion entre la célula
ciliada y su neurona sensorial, el posible mecanismo de regeneracién del nervio y la

reinervacion de su célula target .

1.5 Planteamiento del problema.
Un modelo ampliamente utilizado para el estudio de la WD es la seccién del nervio
cidtico en roedores, para luego seguir el proceso de degeneracién por la observacion
directa o mediante la fijacion de los tejidos a distintos tiempos. El uso de este modelo
ha proporcionado informacién abundante y de calidad acerca de los fenémenos
asociados con la degeneracién, por ejemplo, el papel de la proteina WId®, entre otros.

Sin embargo, el modelo de raton presenta varios inconvenientes, incluida la cirugia
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invasiva, la dificultad de mantener los animales después de la ésta, el crecimiento
relativamente lento, entre otros.

Por otra parte, existe un gran conjunto de evidencias acerca de los mecanismos de
degeneracién y regeneracién en modelos in vitro. Sin embargo, los resultados
obtenidos en modelos in vitro no son féciles de aplicar en sistemas vivos. De esta
manera, considerando la importancia de estos estudios en terapias contra
enfermedades neurodegenerativas, se hace critico describir estos eventos in vivo.
Asimismo, debido a los numeroso factores intrinsecos y extrinsecos que participan en
ambos procesos, es necesario contar con un modelo que permita ensayos genéticos, y
farmacologicos a gran escala.

Como una alternativa conveniente, hemos elegido el pez cebra como modelo para el
estudio de la degeneracion y regeneracién de un nervio periférico debido a las
ventajas comparativas de esta especie. En particular, la transparencia de los tejidos
durante etapas embrionarias y larvales, la existencia de los marcadores in vivo de
neuronas sensoriales, la disponibilidad de lineas transgénicas que expresan GFP en
diferentes tipos celulares, son caracteristicas que pueden ser utilizados para el estudio
de la degeneracién y regeneracion axonal.

Con el fin de validar al pez cebra como un buen modelo de estudio de degeneracion y
regeneracion axonal in vivo, se caracterizaran estos fenémenos en el estadio de 3 dpf.
Con estos datos podremos abordar la pregunta biol6gica que nos interesa, a saber:
cual es la relacién entre las células ciliadas y los axones que las inervan durante la

regeneracion de éstos post-axotomia.
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1.6 Hipétesis

La regeneracion axonal en el nervio de la linea lateral requiere de la interaccion entre

las células ciliadas de los neuromastos y los axones.

1.7 Objetivo general

Describir los procesos de degeneracion y regeneracion axonal luego de un dafio y
evaluar la participacion de las células ciliadas durante estos procesos, en el sistema de

la linea lateral del pez cebra.

1.8 Objetivos Especificos

Objetivo 1. Determinar el destino de las células ciliadas luego de su denervacion.
Objetivo 1.a. Establecer un protocolo reproducible de axotomia del nervio de la LLP
para caracterizar los procesos de degeneracion y regeneracién del nervio de la linea
lateral post corte.

Objetivo 1.b. Determinar el destino de los neuromastos y, en particular, de las células
ciliadas, luego de su denervacion.

Objetivo 1.c. Estudiar el patrdn de reinervacion luego de dafiar el nervio.

Objetivo 2. Estudiar el patréon de regeneracion del nervio de la linea lateral en
ausencia de las células ciliadas.

Objetivo 3. Evaluar la funcién de factores candidatos que podrian participar en la

regeneracion axonal post corte.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material biolégico

Como modelo experimental se utilizaron embriones de Danio rerio (pez cebra)
obtenidos mediante cruces espontaneos.

Los peces usados en este estudio se mantuvieron en ciclos de luz y oscuridad de 12
horas, 28°C en agua desionizada tratada con 60 mg/L de Instant Ocean a pH 6,5 en el
vivero del Edifico Milenio de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.
Ademds, se utilizaron peces de la Universidad de California Los Angeles (UCLA),
bajo las mismas condiciones.

Las condiciones de alimentacion, cuidados y reproduccion se realizaron de acuerdo a
lo descrito en Westerfield M. (1994). Los embriones y larvas se mantienen en medio
E3 (5mM NaCl, 0.17mM KCI, 0.33mM CaCli2, 0.3mM MgSO04, 0.1% azul de
metileno) en placas petri a 28°C. Los estadios embrionarios y larvales se expresan en
horas post fertilizacion (hpf) o dias post fertilizacion (dpf), respectivamente.

En esta tesis se usaron peces silvestres de la cepa AB y 4 lineas transgénicas. Estas
fueron: cldnB:GFP que posee las regiones reguladoras del gen claudinB controlando
la expresion de la proteina fluorescente verde (Green Fluorescent Protein; GFP; Haas
P. y Gilmour D., 2006), neuroD:EGFP, que expresa la proteina fluorescente bajo el
control de parte de la region regulatoria del gen neuroD (Obholzer, N., y col., 1999),
brn3c:GFP, que expresa la secuencia codificante para la GFP bajo el control del
promotor de brn3 (Xiao y col., 2005) y lysC:GFP que expresa GFP bajo el control del

promotor de lisozima C (Hall y col. 2007).
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A su vez, se utilizaron bacterias Escherichia coli DH5a. (Invitrogen) y bacterias
Escherichia coli Topl0 (Invitrogen) para la transformacién de los plasmidos

utilizados.

2.2 Reactivos

Generales: Acido citrico, BSA, DMSO, glicerol, Heparina, LiCl, MgCI2, NaOH,
PTU, rojo fenol, sacarosa, sulfato de amonio, Tris base, Tween-20 (Sigma).
Cloroformo, Isopropanol, Metanol (Mallinckrodt). EDTA, H20 tratada con DEPC,
HCI, MAB, NaCl, SDS, TAE (Quality Biological). Etanol (The Warner-Graham
Company). H202 (Fisher Scientific). Paraformaldehido (Electron Microscopy
Science). PBS (Cellgro).

Biologia Molecular: Agarosa (SeaKem), BCIP, buffer Transcripcion 5X, DIG RNA
labeling mix (UTP), DNAsa libre de RNAsas, NBT, RNA polimerasas SP6, T3 y T7,
RNasein, UTP-digoxigenina (Roche). Buffer Taq polimerasa, buffer Taq polimerasa
High Fidelity, buffer T4 DNA ligasa, buffer Transcriptasa Reversa, marcador de peso
molecular de DNA 1kb, proteinasa K, SSC 20X, T4 DNA ligasa, Taq polimerasa,
Taq polimerasa High Fidelity, Transcriptasa reversa SUPERSCRIPT II, Trizol

(Invitrogen). Formamida (Fluka). Pronasa, tRNA (Sigma).

2.3 Morfolinos antisentido
Se utilizaron morfolinos (MO) antisentido especificos contra los genes atonal
homologo 1, BDNF y Pu.1 obtenidos de Gene Tools. Ver tabla 2.

1-2n] de 0.5mM del MO contra el gen Pu.1; 8-10ni de 10 uM del MO de athonalla y

5-8 nl de 10 uM del MO contra BDNF fueron inyectados en estadio de una célula.
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Tabla 2. Lista de los morfolinos utilizados en los ensayos de regeneracién post corte
in vivo

Nombre MO Secuencia

MO atonal 5' TCTGTTGGTTTGTGCTTTTGGGAGG 3'
MO PU.1 5’-GATATACTGATACTCCATTGGTGGT-3’
MO BDNF 5’-TGTTGGAACTGGAGACAGCAAAAGG-3’

2.4 Microinyeccién de embriones

Para la microinyeccion de embriones se usé una placa de Petri con medio E3 para
posicionar los embriones. Los embriones en estadio de una célula fueron ordenados
en 3 filas paralelas en el borde de un portaobjeto, para luego ser inyectados con 10 nl
de una solucién de DNA o morfolino en rojo fenol al 1% en agua, usando un inyector

de presion de nitrogeno (Narishige).

2.5 Transformacion de bacterias competentes

La transformacion de los plasmidos se realizé mediante el método de choque térmico.
Brevemente, a 100 pl de bacterias competentes se le agregé 100 ng de DNA
plasmidial y se incub6 en hielo durante 30 min. A continuacién, se dio un choque
térmico de 45 seg. a 42°C. Posteriormente, la mezcla se incubd nuevamente en hielo
por 10 min., para luego agregar 800 ul de medio SOC y se incubd en un agitador a
37°C por 1 hora. Pasado este tiempo, el cultivo de bacterias fue sembrado en placas

de agar con el antibiotico apropiado e incubado a 37°C durante toda la noche.
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2.6 Axotomia con un microscopio de 2 fotones y captura de imigenes de confocal

time-lapse in vivo (experimentos realizados en UCLA)

Los embriones fueron anestesiados con tricaina y posicionados dentro de una gota de
agarosa de bajo punto de fusion hasta su solidificacion. Los embriones inmovilizados
fueron sellados dentro de una cdmara llena de ringers PTU. Los efectos dafiinos del
PTU fueron decartados, ya que se obtuvo resultados similares en controles sin PTU.
Los embriones fueron monitoreados por 20 horas, desde el momento de la axotomia.
Se determind la region de interés, en el microscopio confocal Zeiss 510 de 2 fotones
monitoreando los axones que expresaban GFP, usando poder bajo que no causa
dafios, usando un objetivo de inmersién en agua de 25x. Se realizé un zoom en el
sitio de corte determinado, se incremento el poder y se escaneo dicha region. Lo cual
fue suficiente para cortar el axén. Se monitorearon distintos embriones a la vez
usando la herramienta de multiples ubicaciones, en un microscopio confocal Zeiss

LSM 510, utilizando objetivos 20x, 0,5 NA y 40x.

2.7 Adicién de inhibidor AG1478 y cobre

10 uM de AG1478 (Calbiochem) en 2% DMSO fue adicionado al agua de los peces
desde las 10 hpf hasta el término del experimento para bloquear la sefializacién ErbB
(Levitzki y col. 1995; Busse y col. 2000) y asi la migracion de las células de Schwann
(Lyons y col. 2005).

Para los tratamientos de cobre se adicion6 CuSOs (Merck, Darmstadt, Germany)

disuelto en agua de sistema del vivero, usando una concentracion final de 50 pM.
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2.8 Andlisis morfolégico y cuantificacién de los datos

Se utilizé el programa ImageJ, para cuantificar los fragmentos axonales durante la
degeneracion axonal (figura 17). La expresion de GFP (luego de convertir las
imagenes a escala de grises de 8 bit) se ajustdé usando la funciéon de umbral de
ImageJ. El umbral (en blanco y negro) y el area total fueron seteados por igual para
todas las imagenes analizadas. Los fragmentos axo6nales fueron medidos usando el
plugin “analyze particles” de Image J (con los siguientes settings : size (pixel"2=0-
infinity, circularity= 0-1; show outlines)).

Los tiempos obtenidos para las distintas fases de la WD se determinaron mediante la

inspeccion visual de los stacks y luego se promediaron en cada tratamiento.

2.9 Estadistica y analisis

Para la comparacion de tratamientos se utilizé el test ANOVA de dos. El nivel de
significancia fue de p<0.05 para todos los tratamientos.

La cuantificacion de los fragmentos obtenidos del andlisis descrito en la seccién
anterior fueron graficados respecto al tiempo y ajustados a una distribucién
gaussiana.

Todo el andlisis de los datos se realizé con el programa Prism 5.0 (GraphPad Prism

Software, Inc., USA)
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3. RESULTADOS

El disefio experimental se basé en la descripcion de los procesos de degeneracién y
regeneracion post corte del nervio de la linea lateral del pez cebra.

A partir de nuestros resultados, proponemos a la LLP del pez cebra como un
atractivo sistema-modelo, versatil, accesible y de facil manipulacién para el estudio

de la degeneracion y regeneracion in vivo.

3.1 Objetivo 1a. Establecer un protocolo de axotomia del nervio de la LLP
reproducible, para caracterizar los procesos de degeneracion y regeneraciéon del

nervio de la linea lateral post corte.

Para caracterizar los procesos de degeneracion post corte de axones sensoriales y la
posterior regeneracion de éstos in vivo, fue necesario estandarizar un protocolo
reproducible de axotomia de los axones de la LLP. Para esto, se realizaron tanto
secciones mecénicas, como axotomias mediante un ldser. En ambos experimentos se
utilizaron larvas transgénicas de pez cebra de 3 dpf.

Con el fin de estudiar el comportamiento de todos los axones que conforman el
nervio de la linea lateral se usaron peces transgénicos neuroD:GFP, obtenidos del
laboratorio del Dr. Alex Nechiporuk de la Universidad de Oregon, Estados Unidos

(Obholzer y col, 2008). Este transgénico expresa la proteina fluorescente verde bajo
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el control del promotor del gen neuroD, el cual corresponde a un factor de
transcripci6n que promueve la diferenciacién neuronal y se mantiene expresado en las
neuronas diferenciadas de los ganglios craniales del pez. Por otro lado, para describir
los procesos a nivel de célula unica, se inyecté un constructo de DNA, formado por
parte de la regién promotora del gen HuC, el cual se expresa en todas las neuronas del
pez cebra, y la region codificante de la proteina fluorescente verde. De esta manera,
aprovechando el mosaicismo de expresion al inyectar el constructo en estadio de una

célula se seleccionaron las larvas con expresion en una tinica neurona.

Para determinar la presencia de degeneracion axonal aguda, fueron analizadas las
primeras 2 horas post axotomia tomando fotos cada un minuto. Estas imégenes
revelan la presencia de AAD durante la primera media hora post dafio, dejando una
distancia de 150 pm entre los extremos adyacentes al corte (figura 12, pelicula 1
disco adjunto, n=10). Para analizar la WD, se capturaron iméagenes cada 20 minutos.
Este analisis mostré las tres fases estereotipadas de la WD: una fase lag o de
“espera”, una fase de fragmentacién y una fase de limpieza de los fragmentos
axonales (figura 12, pelicula 2 disco adjunto, n= 15). Similar a lo descrito en Martin,
y Sagasti 2010, la fase lag es un periodo de latencia durante el cual el axén
desconectado del soma neuronal no muestra signos de degeneracion. Esta fase dura
en promedio 3 horas (figura 14). La fase de fragmentacién se caracterizé por una

desintegracion abrupta del axén en varios segmentos.
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Figura 12. AAD y Degeneracion Walleriana. Larva de 3dpf que expresa GFP en una
neurona de la LLP. A, en la neurona intacta se observa la forma bipolar de la neurona.
B, en el momento de la axotomia se observa (cabeza de flecha roja) el sitio especifico
del dafio con el laser. C, 30 minutos post axotomia se observa AAD. D, 3 horas post
axotomia, se observa la fragmentacion abrupta de toda la parte distal al corte(indicado
por flechas rojas). E, 4 horas post corte aun se mantienen algunos fragmentos. F, 5
horas post axotomia se observa la eliminacién de los fragmentos axonales (flechas
rojas). Microscopia confocal 20x. Escala 100 pm.

Se ha descrito que la degeneracion es un proceso que ocurre progresivamente desde
proximal hacia distal respecto al sitio de corte (Beirowski y col. 2005; Gilley y
Coleman, 2010; Kerschensteiner y col. 2005; Lubinska, 1977). Sin embargo, también
existe evidencia de que este proceso ocurre simultdaneamente a lo largo de todo el
axén (Martin y Sagasti 2010). Para determinar el tipo de degeneracion (progresiva o
simultinea) se tomaron imagenes de un drea mayor, con un aumento de 10X (figura

13, n= 10). Se observé que la fragmentacion ocurre de una sola vez a lo largo de todo

el nervio de la LLP, lo cual refuerza el hecho de que la WD es un proceso activo y
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concuerda con datos publicados en los axones del nervio trigémino del pez cebra

(Martin y Sagasti, 2010).

6 hpa

Figura 13. WD es simultanéa en el nervio de la LLP. Larva transgénica que expresa
GFP en los axones de la LLP y en la células ciliadas (cabeza de flechas rojas). A,
esquema de una larva de 3dpf que muestra el area analizada (rectdngulo rojo). B,
secuencia del proceso de fragmentacion del nervio de la LLP. Microscopia confocal
10X. Escala 100 wum. (hpa) horas post-axotomia.

La fase de limpieza, comienza inmediatamente luego de la fragmentacion y se
extiende hasta que todos los restos axonales son removidos, lo cual dura en promedio
5 horas post corte (figura 14, pelicula 2 disco adjunto).

Para determinar el tipo celular que participa en la fagocitosis de los restos axonales se
estudiaron -por pérdida de funcion- las células de Schwann y leucocitos. Se utiliz6 un

inhibidor de la sefializacion ErbB (AG1478), el cual evita la migracion de las células

de Schwann, fenocopiando a los mutantes erbb2, erbb3, y sox10 los cuales carecen
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de células de Schwann en los nervios periféricos (Kelsh y Eisen, 2000, Lyons y col.
2005, Pogoda y col. 2006). Adicionalmente, se estudi6 el mutante leol, el cual no
posee células de Schwann (Nguyen y col, 2010). Se determind que en promedio la
remocion de los restos axonales no presenta una diferencia significativa con los

controles (figura 13 y 16).
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Figura 14. Cuantificacion y comparacion de las fases de la WD. Fases de
fragmentacion (fase uno) y de eliminacion de los fragmentos (fase dos), con 2 de
ensayos de pérdida de funcién para determinar la identidad de los participantes en
este proceso celular. La inhibicion de la formacién de los macrofagos, con el
morfolino contra Pu.l alarga la fase dos de manera significativa. El inhibidor del
receptor de EGF (AG1478) inhibe la migraciéon de las células de Schwann. (*)
Diferencia significativa, ANOVA de dos vias, p <0,05.

Para obtener un knockdown de leucocitos se usé el morfolino contra Pu.1, el cual ha
sido descrito como un gen esencial en la diferenciacion del linaje mieloide (Rhodes y
col, 2005). Ademas, se utilizaron mutantes cloche, los cuales no desarrollan células
sanguineas (Stainier y col. 1995). En experimentos con ambos fondos genéticos se

observo un significativo retraso en la remocion de los restos axonales al compararlos
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con los controles silvestres (figura 14). Estos datos sugieren, que las células que
fagocitan, tanto los fragmentos axonales como los mielinicos, son los leucocitos.

Por otra parte, al realizar el time-lapse con el doble transgénico que expresa GFP en
axones (neuroD:GFP) y leucocitos (LysC:GFP) se observa que éstos tltimos migran
hacia la zona de la axotomia y hacia los fragmentos axonales (figura 15, pelicula 3
disco adjunto, n=8). Este resultado concuerda con los experimentos del laboratorio
del Dr. Michael Granato (Universidad de Pensilvania) quien ha podido detectar con
mayor precisién este fendmeno en neuronas motoras, mostrando una clara

colocalizacién entre macréfagos y fragmentos axonales (comunicacion personal).
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Figura 15. Leucocitos presentes durante la WD. Larvas transgénicas de 3dpf, que
expresan GFP en los leucocitos y en los axones de la LLP. A, post axotomia, se
observan 3 leucocitos (cabezas de flecha rojas) en el sito del corte. B, C, Dy E
secuencia de seguimiento, a lo largo del nervio, de un macréfago durante la WD.
Microscopia confocal 20x. Escala 100 um.
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Tabla 3. Cuantificacion de los leucocitos que hacen contacto con el nervio de la LLP,
en larvas controles y en ausencia de glia.

Control Sin Glia

Larva l 1 7
Larva 2 16 12
Larva 3 8 38
Larva 4 9 32
Larva 5 4 20
Larva 6 10 33
Larva 7 4 14
Larva 8 24 23

Promedio 9,5 22,38

Desviacion estandar 7.45 11.15
n 8 8

£
£ 20 1

2
(8]
e
E 10 1 ‘
5
*

15 7

WT AG1478

Figura 16. Cuantificacién y comparacion del contacto de leucocitos en presencia y
ausencia de glia. (A) Leucocitos (cabezas de flecha amarillas) haciendo homing hacia
el area de los axones en degeneracion. Escala 40 um (B) El numero de leucocitos que
hacen contacto con los axones en degeneracion es significativamente mayor en
ausencia de glia (AG1478). Anélisis realizado entre las 2.5 y 4.5 horas post
axotomia.
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Mediante el programa ImageJ se cuantifico la fragmentacion de los axones durante la
degeneracién con los distintos tratamientos (tabla 4 y figura 17). Con estos datos, se
determiné que la fragmentacion axonal se ajusta a una campana de Gauss (figura 18,
tablas 5 y 6). Se determino la estructura paramétrica de los datos y luego se realizd
una ANOVA de dos vias (las dos vias son: el tratamiento con drogas (tres niveles de
la via, control, Mo Pu.1 y ausencia de glia) y la otra via es el tiempo). El resultado de
la ANOVA de dos vias es: 1) efecto significativo del tiempo, es decir, en la misma
curva el numero de fragmentos cambia significativamente con el tiempo, 2) efecto
significativo del tratamiento, es decir las curvas entre si son diferentes (todas con
todas, control v/s Mo Pu.l v/s glia, chequeado con el test Bonferroni post hoc), 3)
interaccion significativa, es decir que hay un efecto combinado entre el tiempo y el

tratamiento (cambio de pendiente entre las curvas).

Figura 17. Esquema del proceso de cuantificacion de los fragmentos A, area
analizada, axon que expresa GFP. Microscopia confocal 20X. B, conversion a escala
de grises. C, inversion de colores y ajuste del umbral. D, conteo de los fragmentos
con el programa ImageJ.
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Tabla 4. Cuantificacion fragmentos axonales durante la WD
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Tabla 5. Resultados analisis ANOVA de dos vias

- __icontrol ‘MO Pul |No glia R
" Gaussian distribution | N . |
Best-fit values L |
‘ AREA 3902 9013 1 1322
B sb 1196 2632 60.17
B MEAN 2149 295.8 i 2437
Std. Error o ]
Fw‘_ __AREA_ T 2489 4881 1 7228
SD 9.738 18.35 F 3.809
MEAN g 8.031 10.84 3.727
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Tabla 6. Resultados ajuste de curva gaussiana e _
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Figura 18. Cuantificacion y comparacion del nimero de fragmentos axonales durante
la WD, con distintos tratamientos. Se cuantificaron los fragmentos axonales, se
ajustaron las curvas y se compararon entre ellas (ver texto y materiales y métodos).
Las 3 curvas son significativamente distintas entre si. MO Pul, implica ausencia de
leucocitos. No glia, implica ausencia de células de Schwann.

3. 2 Objetivo 1.b. Determinar el destino de los neuromastos y, en particular, de
las células ciliadas, luego de su denervacion.

La expresion de GFP en las larvas trangénicas brn3c:GFP, comienza cuando las
células ciliadas han comenzado a diferenciarse. Este hecho nos permitio observar la
diferenciacion de éstas células durante la degeneracion axonal. Realizamos analisis de
time-lapse en larvas brn3c:GFP post axotomia, enfocandonos en el primer
neuromasto. Se observd que en el total de larvas analizadas (n=14) las células ciliadas
se diferencian cuando los axones han degenerado post-axotomia (figura 19, pelicula

4 disco adjunto, n= 15 larvas).
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Figura 19. Diferenciacion de células ciliadas en ausencia de inervacion. Larvas
transgénicas de 3dpf, que expresan GFP en las células ciliadas y en los axones de la
LLP. A, al tiempo cero post axotomia, s6lo se observan los axones y los terminales
sinapticos que inervaran a las células ciliadas. B, 2 horas post axotomia se observan 2
células ciliadas (cabezas de flecha roja)y el nervio empezando a fragmentarse. C, 3
horas post axotomia se observan 3 células ciliadas. D, 4 horas post axotomia, se
observa la degeneracion total de los axones y la presencia de un grupo definido de
células ciliadas. Microscopia confocal 20x. Escala 60 um.

De manera similar se analizé la regeneracion de las células ciliadas luego de su
eliminacion con CuSOy. Se observo que la totalidad de las larvas regeneran las células

ciliadas en ausencia de inervacion (figura 20, pelicula 5 disco adjunto, n=16).
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Ademas, se fijaron larvas a las 3 y 6 horas post axotomia y se cuantifico el nimero
de células ciliadas en el primer neuromasto de la LLP. La comparacion estadistica
(ANOVA de dos vias, p< 0,05) arrojé que no existen diferencias significativas entre
el numero de células ciliadas de controles con el nervio intacto y de larvas

axotomizadas (figura 21).

Figura 20. Regeneracion de células ciliadas en ausencia de inervacion. Larvas
transgénicas de 3dpf, brn3c::GFP x neuroD::GFP, que expresan GFP en las células
ciliadas y en los axones de la LLP. A, cero horas post tratamiento con cobre, las
células ciliadas se han eliminado, solo se observan los axones y las neuritas que
inervaban a las células ciliadas (circulo rojo). B, 3 horas post axotomia se observan 2
células ciliadas (cabezas de flecha roja). C, 5 horas post axotomia se observa la
regeneracion de 4 células ciliadas. D, 6 horas post axotomia, se observa la
degeneracion total de los axones y la presencia de un grupo definido de células
ciliadas. Microscopia confocal 20x. Escala 100 wm.
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Figura 21. Cuantificacién de células ciliadas durante la WD. Panel superior:
neuromasto de una larva de 3 dpf que expresa GFP tanto en axones, como en células
ciliadas. A las 6 horas post-axotomia la flecha indica una célula muriendo. Panel
inferior: cuantificacion y comparacion de las células ciliadas (HC) 3 y 6 horas post
corte (hpc), no se observan diferencias significativas con el control. ANOVA de dos
vias p > 0,05. Microscopia confocal 40X. Escala 50 pym.

3. 3 Objetivo 1.c. Estudiar el patrén de reinervacion luego de daiiar el nervio.

Se ha descrito en diversos modelos que los axones de nervios periféricos son capaces

de regenerar luego de algin dafio que los desconecta del soma neuronal (Vargas y
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Barres col. 2007). Sin embargo el estudio detallado de este fendmeno carece de
resultados in vivo. Por lo tanto, este objetivo pretende caracterizar la regeneracion de
los axones de la linea lateral in vivo, especificamente con respecto a la trayectoria y
velocidad de reinervacion post corte.

Con la metodologia de axotomia y time-lapse usada anteriormente, se determin6 que
las neuritas de los axones comienzan a crecer, luego de que los restos axonales han
sido removidos (figura 22, pelicula 7 disco adjunto, n=15), aproximadamente a las 10
horas post axotomfa. Ademds, los axones en crecimiento siguen el camino del nervio
original ya degenerado (figura 22). También, se midié la velocidad de regeneracion
del nervio, la cual fue de 0,5 wum/min. En 24 horas post axotomia se observo la total y
correcta regeneracion del nervio de la LLP.

Para determinar la participacién de las células gliales durante la regeneracién axonal,
se utilizé el inhibidor AG1478 y el mutante leol, los cuales no presentan células de
Schwann. Se realizd6 la axotomia en estas larvas a los 3 dpf, y se estudi6 la
regeneracion de los axones por time-lapse hasta los 4dpf. En el total de larvas tratadas
con el inhibidor (n=9) y en los mutantes (n=7) se observé que los axones no siguieron
el camino original, se desviaron hacia el vitelo y la zona dorsal (figura 23, pelicula 8

disco adjunto).
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Figura 22. Regeneracion axonal post-lesion. Larvas transgénicas de 3dpf, brn3c::GFP
x neuroD::GFP, que expresan GFP en las células ciliadas y en los axones de la LLP.
A, B, C, D, secuencia de crecimiento de los axones de la LLP. Microscopia confocal
20x. Escala 100 pm.
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Figura 23. Regeneracién axonal en ausencia de células de Schwann. Larvas
transgénicas neuroD:GFP de 4dpf, axotomizadas a los 3dpf. (A) En las larvas
controles se observa que todos los axones crecen delimitados por el miosepto
horizontal del pez. (B) Larva expuesta al inhibidor AG1478, n=9. (C) Larva mutante
leol,n=7. En ausencia de células gliales (B y C) las neuritas crecen por rutas distintas
a las del nervio original (cabezas de flechas rojas).

3.4 Objetivo 2.a. Estudiar el patrén de reinervacion al cortar el nervio y eliminar

las células ciliadas.

En este objetivo se estudid la participacion de las células ciliadas durante la
regeneracion del nervio luego del corte de éste. Para esto, se eliminaron las células
ciliadas de distintas maneras, luego se realizé la axotomia del nervio en larvas de 3
dpf y se analizaron los resultados por microscopia confocal time-lapse. Se midi6 la
velocidad de regeneracién de los axones y la trayectoria de estos, utilizando el
programa Image J.

Como primera aproximacion se eliminaron las células ciliadas con 50 puM de CuSOy,
lo cual permite la regenerarion de estas células sensoriales luego del tratamiento. Al
comienzo los axones crecen siguiendo una ruta erratica (diferente a la ruta directa,

seguida originalmente por el nervio en desarrollo). Sin embargo, cuando las células
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ciliadas regeneran, los axones en crecimiento retoman el rumbo correcto (figura 24,

pelicula 5 disco adjunto).

Control | Copper

L

Figura 24. Regeneracion axonal en ausencia de células ciliadas. Embriones de 24
horas post axotomia con diferentes tratamientos para eliminar las células ciliadas. (A)
larva control. (B) La eliminacion de células ciliadas con CuSO; produce un
navegacion erratica (flecha roja), que se normaliza cuando las células ciliadas
regeneran. (C) La ablacion por laser (circulo) y (D) la inhibicion de la diferenciacion
de las células ciliadas con el morfolino athonal (MO atonal) muestran reinervacion
correcta. HC, células ciliadas. Escala 100um.

Una segunda herramienta usada para eliminar las células sensoriales fue mediante el
laser con el cual realizamos las axotomias. Se eliminaron todas las células ciliadas de
los 8 neuromastos de un lado de la larva con el laser de dos fotones. Luego se realiz6

la axotomia del nervio de la LLP en ese mismo lado. Los andlisis por time-lapse
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mostraron que no hay diferencias en la trayectoria de regeneracion del nervio post

lesion (figura 24 C, pelicula 9).

Usamos, en tercera instancia, la eliminacion genética de las células ciliadas. Una
herramienta bastante utilizada por investigadores que trabajan usando el modelo del
pez cebra son los morfolinos. Un morfolino es un RNA antisentido que hibrida con el
RNA especifico contra el cual fue disefiado e impide su traduccidn, bloqueando de
manera especifica la expresion del RNA deseado.

Se inyect6 en estadio de una célula el morfolino contra el gen atonal homodlogo 1
(MO atonal), el cudl impide es desarrollo y diferenciaciéon de las células ciliadas,
tanto en peces como en raton (Sarrazin y col. 2006; Bermingham y col. 1999). Al
igual que en los experimentos de ablacion mecanica (laser) de las células ciliadas, se
observo que la trayectoria de regeneracion de los axones eran similares a los controles
(figura 24 D, pelicula 10).

En los tres ensayos de eliminacién de células ciliadas descritos y en los experimentos
de eliminacién de las células de Schwann con el inhibidor AG1478, se midi6 y
compard la velocidad de crecimiento axonal y no se observaron diferencias

significativas (figura 25).
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Figura 25. Comparacién de la velocidad de regeneracion axonal con distintos
tratamientos. El promedio de velocidad de reinervacién no muestra diferencias
significativas con el control. Andlisis de varianza no paramétrico. p <0,05.

Para determinar la diferencia en la trayectoria de los axones, se cuantificaron las
neuritas fuera del miosepto horizontal (determinando esta 4rea como tres diametros
de nervio hacia dorsal y ventral de las larvas de éste, cabezas de flecha rojas en figura
23 B y C). Este andlisis se realiz6 en las larvas sin células de Schwann (con inhibidor

AG1478) y sin células ciliadas, elimindndolas con CuSO4 e impidiendo su

diferenciacién con el morfolino contra atonal homologo 1 (figura 26).
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Figura 26. Cuantificacién y comparacién del nimero de axones fuera del area del
miosepto con 3 diferentes tratamientos. La ausencia de células de Schwann muestra
axones fuera del area (AG1478 en el grafico); eliminacién de las células ciliadas con
cobre (Cu) e inhibicién de la diferenciacion de las células ciliadas con el morfolino
contra athonall (MO ato) no muestran diferencias con el control. (*) diferencias
significativas. ANOVA no paramétrica de una via, p < 0,05.

3.5 Objetivo 3. Evaluar la fancién de factores candidatos a participar en la

regeneracion axonal post corte.

El factor neurotréfico derivado de cerebro, BDNF (Brain Derived Neurotrophic
Factor) es una proteina que participa en la sobrevivencia de neuronas ya existentes,
fomenta el crecimiento y diferenciacién de neuronas y la formacién de nuevas
sinapsis. Ademas, se ha descrito que NGF y BDNF son sobreexpresados luego de
dafios en nervios periféricos, pero su participacién durante la regeneracion de €stos no

esta clara (Makwana y Raivich 2005, Markus y col. 2002, Snider y col. 2002).
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Se ha descrito que BDNF se expresa en las células ciliadas, tanto en el oido interno
de ratdn, como en la linea lateral del pez cebra (Schecterson y col. 2004; Hashimoto y
col. 1997). Ademas, se ha descrito que la sobre-expresion de esta proteina promueve
la re-inervacién en ratones sordos con implantes de células ciliadas (Wise y cols,
2010).

Para determinar la participacion de esta neurotrofina en la regeneracién axonal post-
dafio, se realizé6 un knockdown utilizando un morfolino especifico contra esta
molécula y luego se realiz6 el mismo ensayo de axotomia y andlisis por time-lapse.
Se observé que en los morfantes de BDNF no hubo regeneracion de los axones de

linea lateral (figura 27, pelicula 11).
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Figura 27. Morfantes BDNF post axotomia. Se muestra el mismo espécimen seguido
en el tiempo. (A,B y C) se observan las fases de la WD. (D) 20 horas post axotomia
no se observa regeneraciéon de los axones (comparar con figura 22 control).
Microscopia confocal 20x. Escala 100pm.
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4. DISCUSION

En esta tesis, nos interes6 indagar en los mecanismos que gobiernan la regeneracion
axonal en un sistema periférico en el pez cebra, de modo de establecer la identidad de
los componentes celulares y moleculares que participan. Por un lado, los resultados
de esta investigacion muestran que la regeneracion de los axones de la linea lateral
del pez cebra es independiente de la presencia de sus células blanco: las células
ciliadas.

Para demostrar esto, fue necesario establecer un protocolo reproducible de axotomia
del nervio de la LLP y caracterizar los procesos de degeneracion y regeneracion del
nervio de la linea lateral post corte. Se determiné que los axones de la LLP del pez
cebra sufren degeneracion Walleriana luego de ser desconectados del soma. Este es el
primer reporte que caracteriza detalladamente este tipo de degeneracion en un modelo
vertebrado in vivo. Los estudios desarrollados hasta ahora han descrito este proceso
en modelos experimentales in vitro o ex vivo tales como muestras fijadas (Waller,
1850) cultivos celulares (Caroni y Schwab 1988, Schwab y Caroni 1988, Vanselow y

col. 1990), explantes de tejido (George y col. 1995, Sievers y col. 2003, Zhai y col.

2003), etc.
Los factores existentes en cultivo celular son, en su mayoria, variables manipuladas.
Lo cual presenta las ventajas permitir el control preciso y fino del ambiente celular

(por ejemplo: temperatura, factores de crecimiento, densidad celular, etc.),
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proporcionan una muestra de células homogénea y caracterizada, presentan economia
en el uso de reactivos o drogas a estudiar pues al realizarse en volimenes reducidos, y
con un acceso directo de las células a la droga las concentraciones requeridas son
mucho més bajas que en el animal completo, etc. (Freshney, 1987). Sin embargo, es
una técnica sensible a contaminacion, ademas las c€lulas son incapaces de crecer en
ausencia de una compleja mezcla de nutrientes que simula el plasma intersticial
(Freshney, 1987).

Por otra parte, aunque en los explantes se mantiene el contexto celular y el ambiente
local cercano, estos no presentan la respuesta sistémica que desencadena un evento
como una lesion en un nervio.

Es por estas razones que la metodologia de visualizacion ir vivo, implementada en el
organismo completo, abre una serie de posibilidades en el estudio de estos temas.
Como por ejemplo, la descripcién de procesos patoldgicos, la evaluacién de la
eficiencia y el mecanismo de intervenciones terapéuticas destinadas a prevenir la
degeneracion o para promover la regeneracion. Las visualizacion in vivo no presenta
muchas de las limitaciones de los métodos convencionales de seguimiento, ya que
permite confirmar directamente la desconexion total de los axones, permite describir
el comportamiento de crecimiento de las neuritas, el cual muchas veces corresponde a
un movimiento de extensién-retraccion y permite una visidn mecanicista deducible
de una observacion continua en el tiempo. El desarrollo del modelo de axotomia y
regeneracion del nervio de la linea lateral en el pez cebra ofrece todas las ventajas
mencionadas para los estudios ir vitro, con el andlisis dentro del contexto que permite
obtener conclusiones biolégicamente relevantes. Ademds, de manera mas general,

como los axones responden a una lesion en el pez cebra podria extrapolarse al estudio
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de patologias como traumatismo de la médula espinal, esclerosis multiple y esclerosis
lateral amiotréfica.

En este mismo punto es de interés mencionar que el laser utilizado para realizar la
axotomia genera un dafio solo en el plano y en las coordenadas en donde es enfocado.
Es decir, los tejidos vecinos no presentan dafio alguno, escenario homologable al
fendmeno descrito en las enfermedades, lesiones o accidentes vasculares asociados al
modelo (Neumann y col. 2002).

El pez cebra se caracteriza por regenerar diversos tejidos y estructuras (Poss y col.
2003). Al respecto, esta tesis describe y caracteriza por primera vez la regeneracion
de los axones post-lesion en la linea lateral del pez cebra. El proceso de regeneracion
axonal comienza inmediatamente después de la degeneracion del fragmento axonal
desconectado del cuerpo celular (figura 26). De nuestras observaciones, se desprende
que el proceso ocurre de manera similar a lo descrito en invertebrados (Yanik y col.
2004) y algunos vertebrados (Pardo-Martin y col. 2010, O’Brien y col. 2009) en los
nervios de diversas neuronas del sistema nervioso periférico. Determinamos que las
nuevas neuritas comienzan a crecer por la “via” original a una velocidad de
0,5um/min y reinervan a las células ciliadas completando el “recorrido” total de la
linea lateral a las 24 horas post axotomia, periodo mucho menor a lo descrito
anteriormente en el sistema nervioso periférico y central de ratén, los cuales crecen a
velocidades de 0,2um/min y 0,07um/min respectivamente (Kerschensteiner y col.
2005).

Fl crecimiento de los axones lesionados comienza luego de la eliminacién de los
fragmentos axonales por macr6fagos. Los resultados muestran que en ausencia de

estas células fagociticas los fragmentos se mantienen por un periodo
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significativamente mayor en comparacién con los controles (Figura 14). Esto sugiere
que los leucocitos son los principales encargados de fagocitar los restos axonales.
Numerosas evidencias en el SNP de ratén describen la accién conjunta de macréfagos
y células gliales en la eliminacion, tanto de fragmentos axonales, como mielinicos
(Shamash y col. 2002, Banner y Patterson 1994, Liu y col. 1995, Hirata y col. 1999).
Sin embargo, los resultados de este trabajo mostraron que en ausencia de células de
Schwann los restos axonales fueron removidos sin problemas (figuras 14 y 18). Si
bien, no podemos descartar un rol de las células de Schwann en la fagocitosis de
restos axonales, su dispensabilidad indica que su participacién es limitada.

De manera interesante, se observé que las células de Schwann son esenciales para la
correcta navegacion del nervio de la LLP en crecimiento regenerativo. En ausencia de
estas células, las neuritas crecen errdticamente y no logran inervar a las células
ciliadas. Diversos estudios han demostrado que estas células secretan factores
inductores del crecimiento de los axones (revisado en Vargas y Barres, 2007). Uno de
estos factores podria ser BDNF, y nuestros resultados muestran por primera vez in
vivo que BDNF es necesario para la regeneracion del nervio de la LLP del pez cebra.
Sin embargo, no podemos distinguir si el rol de BDNF es primordialmente en la guia

de los axones en crecimiento o es necesario para el crecimiento per se.

4.1 Ventajas del estudio de la degeneracién y regeneracién axonal en la LLP.

En este trabajo se determiné el tiempo en el cual ocurren los fendmenos de
degeneracion y regeneracion en este modelo, los cuales son extremadamente rdpidos,

en comparacion con modelos caracterizados anteriormente. Por ejemplo, la fase lag
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en el SNP de raton tarda de 1 a 1,5 dias después de la axotomia (Beirowski y col.
2005, Kerschensteiner y col. 2005.), fenémeno que en larvas de pez cebra demora 3
horas, aproximadamente. La eliminacién de los fragmentos axonales, es decir la
degeneracion completa de los axones, demora en promedio 5 horas. El hecho de que
en solo 5 a 6 horas post-corte se pueda determinar si se ha producido la degeneracion
Walleriana, permite pensar en estrategias de mediano a intenso calibre (medium to
high-throughpurt), asi como ahorros y eficiencias producto del menor uso de drogas, y
un mayor nimero de animales.

Estas caracteristicas, sumadas a las ventajas ya conocidas del pez cebra, tales como
ser un modelo vertebrado, poseer el genoma secuenciado, tener un ciclo de vida corto
y la obtencién de un gran niimero de ejemplares por puesta, nos permiten proponer al
pez cebra como un excelente modelo para el estudio de la degeneracién y

regeneracion axonal a gran escala.

4.2 Cuantificacion y comparacion de la fase de fragmentacion de la WD

Un importante aporte de esta tesis es la cuantificacién y comparacién del fenémeno
de degeneracion axonal. Considerando el anélisis del niimero de fragmentos, el ajuste
gaussiano simple da cuenta del 95% de la varianza de los datos, valores que se
corresponden con un modelo estadisticamente confiable (Figura 18).

La cuantificacién de los fragmentos y el ajuste de los datos a una curva y la
comparacion estadistica, permiten realizar un andlisis robusto y confiable de los

resultados obtenidos con distintos tratamientos.
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La curva gaussiana que describe el ntimero de fragmentos en el tiempo, en animales
control, coincide con los resultados observados y esperados a partir de los registros en
tiempo extendido, time-lapse (figura 18). Es decir, luego del corte existe sélo una
pieza axonal distal, la cual luego de aproximadamente 3 horas, genera un méximo de
fragmentos (méximo en la curva), el cual disminuye de manera paulatina, debido a la
eliminacién por los fagocitos. Luego de 6 horas post axotomia, todos los fragmentos
se han eliminado.

La curva de Gauss descrita al eliminar las células de Schwann presenta una media y
amplitud similar al control. Sin embargo, los primeros valores y el méximo son
diferentes (figura 18), lo cual implica que en ausencia de las células de Schwann la
fragmentacién axonal ocurre en un periodo de tiempo similar, pero el niimero de
fragmentos es menor. Este fenémeno podria explicarse por la participacién activa de
las células de Schwann, especificamente “cortando™ el fragmento distal en fragmentos
mas pequefios, o bien secretando factores que induzcan dicho corte.

Se ha estudiado que las células gliales eliminan y degradan la mielina luego de un
dafio axonal (Holtzman y Novikoff 1965, Han y col. 1989, Hirata y col. 1999). Sin
embargo, la participacion directa o indirecta en la desintegracion del citoesqueleto no
ha sido descrita previamente. Por lo tanto, este resultado sugiere la participacion de
las células de Schwann en la DGC. Probablemente, esta corresponda a una
participacidn indirecta, debido a la influencia de las células de Scwhann sobre en los
macrofagos, por medio de las citoquinas que liberan.

Por otra parte, la curva que describe la fragmentacion atonal en el tiempo al eliminar
los leucocitos se ajusta a una gaussiana, pero con un decaimiento mas lento (figura

18) . Es decir, el nimero de fragmentos axonales se mantiene en el tiempo. Este
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resultado confirma las observaciones previas y reafirma el hecho de que son los
macrofagos las principales células encargadas de eliminar los restos axonales.

La comparacién de los datos concuerda con los resultados observados, lo que permite
obtener resultados concluyentes, comparar entre distintos tratamientos y facilitar

futuros experimentos utilizando este método ya estandarizado.

4.3 Eliminacion de los fragmentos por los macréfagos

Tanto el andlisis de imagenes, como la cuantificacion de los fragmentos y area de los
axones durante la degeneraciéon mostraron diferencias significativas al eliminar a los
leucocitos del organismo completo (figuras 14 y 18).

Se ha descrito en otros sistemas que los macréfagos participan en la eliminacion de
residuos celulares post-lesion fagocitando tanto restos axonales como mielinicos que
han sido opsonizados. Las opsoninas son moléculas que cubren extracelularmente y
de esta manera “marcan” a los residuos de nervio para ser fagocitados por los
macréfagos. Los macréfagos expresan receptores en su superficie que reconocen
opsoninas especificas (Bruck y Friede 1990, Friede y Bruck 1993).

Si bien se demostré que los leucocitos son los responsables principales de la
eliminacion de los fragmentos axonales, la aproximacién experimental no permite
dilucidar el mecanismo mediante el cual las células fagociticas estarian actuando. Por
lo tanto, son necesarios mas experimentos para determinar si los macréfagos son el
unico tipo celular que esta fagocitando restos axonales y mielinicos y cuales son los

mediadores moleculares implicados en este proceso.
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4.4 Participacion de las células de Schwann en la regeneracion.

Se ha descrito el papel fundamental de las células de Schwann durante la
regeneracion axonal post-dafio (Vargas y Barres, 2007, Nguyen y col. 2002). Una vez
denervadas, las células de Schwann proliferan y la membrana basal del tejido
conectivo restante forma tubos endoneurales. Esta nueva formacién estructural recibe
el nombre de “bandas de Biingner” (Dyck y Hopkins 1972, Thomas y King 1974).
Estas bandas forman una guia estructural por la cual los axones crecen (Nguyen y col.
2002). Ademas, diversos estudios muestran que luego de una lesion nerviosa, las
células de Schwann sobre-expresan factores neurotréficos, entre ellos BDNF
(Frostick y col. 1998). En esta tesis se ha demostrado la participacion esencial de las
células de Schwann en la correcta regeneracion axonal. En ausencia de estas células
la regeneracidn no se ve afectada en cuanto a la velocidad de crecimiento (figura 25).
Sin embargo, la trayectoria de las neuritas es completamente aberrante. Estas crecen
hacia dorsal y ventral y no se retraen, a pesar de no encontrar su target (figura 23). El
crecimiento erréneo observado en ausencia de células de Schwann en los axones de la
LLP, se podria explicar por la ausencia de las bandas de Biingner y/o la falta de
generacion de BDNF por parte de ellas. Estos resultados son consistentes con los
experimentos de pérdida de funcién de esta proteina, en los cuales se detiene por
completo la regeneracién del nervio de la LLP. Tomados juntos, los resultados
sugieren que esta neurotrofina es esencial para activar los mecanismos de
regeneracion post dafio. La sobreexpresion de BDNF en las células de Schwann luego
de una lesion nerviosa, explicarfa tanto los resultados obtenidos en ausencia de estas

células como los del bloqueo de la neurotrofina. Al eliminar las células de Schwann,
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BDNF atin se expresa en distintos territorios del pez, como por ejemplo en el cerebro
(datos no mostrados, Hashimoto y col. 1997). Esta alza en la expresion de BDNF
podria explicar el crecimiento errdtico de los axones, suponiendo que el crecimiento
durante la reinervacion fuese guiado hacia los tejidos con mayores niveles en las
cercanias de la linea media del flanco de la larva. Por otro lado, el bloqueo con el
morfolino de BDNF inhibe la traducciéon de la proteina en todo el pez, lo cual
explicaria la detencion completa de la regeneracién. Sin embargo, nuevas
aproximaciones experimentales son necesarias para confirmar estos hechos.

Un trabajo reciente del grupo del Doctor Alain Ghysen (Universidad de Montpellier,
Francia) determind el rol fundamental de GDNF en la guia axonal durante el
desarrollo y regeneracion del nervio de la LLP (Schuster y col. 2010). Sus resultados
contrastan con los nuestros ya que ellos describen que en ausencia de células de
Schwann los axones regeneran siguiendo la linea de células interneuromasticas y
demuestran que esta guia esta dada por GDNF. Sin embargo, el método de
eliminacién de células de Schwann es distinto, ya que ellos eliminan sélo parte de
estas células (las presentes entre los neuromastos I y II) por medio de un laser, lo
cual podria dejar restos de éstas y la proliferacion producto de la axotomia podria
reemplazarlas. Ademas, quedan intactas las células de Schwann ubicadas posterior al

neuromasto II.

4.5 Participacién de las células ciliadas en la reinervacion

La pregunta central que se quiso resolver en este trabajo fue si las células ciliadas,

células blanco de la inervacion, eran necesarias para la correcta regeneracion de los
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axones de la LLP. La eliminacién quimica de estas (mediante toxicidad por cobre)
resultd en un crecimiento erratico del nervio en regeneracion, el cudl cesd al
reaparecer un grupo de células ciliadas que, aparentemente, gui6 a las neuritas por el
camino correcto (figura 24). Sin embargo, la eliminacién estas células mecéanica y
genéticamente mostraron velocidad y trayectoria de regeneracién axonal normales
(figura 24 y 25). En suma, estos resultados sugieren en principio que las CC no
participan en la guia axonal durante la regeneracién. Sin embargo, es necesario
confirmar estos resultados en estudios futuros.

El resultado obtenido al tratar los peces con sulfato de cobre es intrigante y amerita
mayor estudio. Una posible explicaciéon a lo observado puede deberse a la
metodologia empleada para generar el dafio en las células sensoriales. Se ha
determinado que el tratamiento con cobre no dafia tejidos adyacentes, ni a las células
gliales, ni a los axones de la LLP (Heméandez y col. 2006). No obstante, el
tratamiento con 50 uM de CuSOq elimina no sélo las células ciliadas sino también las
células de soporte del neuromasto (efecto que no ocurre con las otras metodologias
usadas, ablacién con laser y ablacion genética). De esta manera, es posible que la
conducta de navegacion aberrante y desviada de los axones en regeneracion luego del
tratamiento con cobre se deba a la ausencia de las células accesorias del neuromasto y
no a la ausencia de las células ciliadas. Esto, sumado a los resultados del ensayo de
TUNEL, en el cual se observé apoptosis en células de soporte post axotomia, daria
cuenta de la existencia de una relacién entre neuronas y células de soporte. Otra
alternativa, es que el cobre (y no la ablaciéon mecéanica o genética de las células
ciliadas), interfiera con la sefial responsable de la correcta guia axonal durante la

regeneracion. En trabajos futuros seria interesante identificar tanto las células como
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las moléculas que guian a los axones durante la regeneracion. Cabe destacar que el
hipotético factor acta a una gran distancia: hay alrededor de 100um entre el axén
seccionado y el primer neuromasto, lo que habla de una molécula secretada y que es

capaz de difundir lejanamente en el tejido.

4.6 Comparacion de la regeneracién entre neuronas de la LLP y del ganglio de
la raiz dorsal.

Las neuronas bipolares de la LLP y las neuronas pseudounipolares del ganglio de la
raiz dorsal de mamiferos son similares en cuanto a estructura y a los blancos que
inervan. En ambas la proyeccion periférica inerva drganos receptores sensitivos en
los tejidos periféricos, mientras que la proyeccién central entra en el SNC (Neumann
y Wolf 1999, Richardson e Issa 1984).

Se han obtenido avances importantes en el estudio de las neuronas seudounipolares
del ganglio de la raiz dorsal, las cuales presentan caracteristicas regenerativas
distintas segun la proyeccién, periférica o central, que se estudie (Chen y col. 2007).
De la misma manera las neuronas bipolares del la LLP del pez cebra permitirian estos
estudios comparando las caracteristicas de degeneracion y regeneracion de la ramas
centrales vs. periféricas. Si bien se ha descrito la capacidad de regeneracion axonal en
ciertas neuronas centrales del pez cebra (Becker y Becker, 2008), seria interesante
testear esta capacidad en neuronas que proyectan tanto hacia la periferia como hacia
el cerebro. Ademas, el andlisis de la regeneracion central condicionada por una
axotomia periférica previa, se presenta como un muy atractivo tema de estudio. Mas

aun, en este modelo en el cual el uso de morfolinos y drogas que inhiben factores

implicados en regeneracion son ensayos simples.




4.7 Sobreexpresion de Wid® en los axones de la LLP

Estudios recientes han demostrado que el pruning de los axones del nervio trigémino
en el pez cebra son removidos por un mecanismo similar a la degeneracion
Walleriana, ya que al sobreexpresar Wid® en ellos este proceso también evita la
degeneracion de los axones (Martin y Sagasti, 2010). Si bien, no se ha descrito €l
fendmeno de pruning en los axones de la LLP, seria interesante estudiarlo y analizar
si se repite este comportamiento en dos “escenarios” distintos en el mismo animal.

Dentro del objetivo de caracterizar la degeneracién de los axones de la LLP, se
intenté sobreexpresar la proteina WId, lo que no pudo efectuarse por razones
técnicas. Sin embargo, debido a la ventaja que representa el estudio de la LLP, tanto
para observar los farget de estos axones, como para probar la funcionalidad de las
células ciliadas, usando tintes vitales adicionados al agua de los peces, seria
interesante determinar si Wid® protege a estos axones como ha sido descrito en ratdn,
rata, mosca y cultivos celulares (Adalbert y col. 2005, Araki y col. 2004, Hoopfer y

col. 2006, Macdonald y col. 2006, Wang y col. 2001).

4.8 Relevancia clinica de este estudio.

4.8.1. Sordera.
Debido a la similitud funcional y estructural entre las células ciliadas del oido interno
de vertebrados y las de la linea lateral, se sugiere que el desarrollo de ambos tipos

celulares se basa en mecanismos similares (Pichon y Ghysen, 2004).
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La pérdida definitiva de las células ciliadas en mamiferos es una de las principales
causas de sordera. Varios estudios han tratado de diferenciar o implantar células
ciliadas en animales sordos, pero, aun si se desarrollan exitosamente, éstas no pueden
sensar estimulos si no estdn inervadas (Nadol, 1997). Por esta razén, estudiar la
relacion entre la célula ciliada y su neurona sensorial; y conocer el posible
mecanismo de regeneracion del nervio y la reinervacion de su célula fargef en la LLP,
se vislumbra como un gran aporte en el ambito clinico para combatir esta
discapacidad. De esta manera, el uso del modelo que se ha desarrollado en esta tesis
puede contribuir a este conocimiento por la alta conservacidon de componentes y

mecanismos existente entre los vertebrados.

4.8.2. Enfermedades neurodegenerativas.

Desde el descubrimiento de WId°, se han desarrollado un buen niimero de estudios
acerca del mecanismo que subyace a la mantencion de un axén tras su desconexion
del soma neuronal. Actualmente se ha demostrado que la sobreexpresion de Nmnat1
fenocopia esta proteccion (Araki y col. 2004, Sasaki y col. 2009, Wang y col. 2005).
Sin embargo, quedan numerosas moléculas las cuales probar. La caracterizacion y
modelamiento de la degeneracién Walleriana en la LLP del pez cebra es un avance

que permitira testear a gran escala los factores implicados en este mecanismo.
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4.8.3. Regeneracion axonal posterior al trauma.

Modelos genéticos, como C. elegans y Drosophila, se han establecido rapidamente
como organismos manejables para disectar la base genética de la regeneracion
axonal. Resulta auspicioso que las nuevas vias asociadas a la regeneracion,
identificadas en invertebrados, sean conservadas en vertebrados, aunque los efectos
de una via especifica sobre la regeneracion puede presentar variaciones en funcién
del tipo celular y ambiente (Wang y Jin, 2010). Ademads, la mayor redundancia y
complejidad de los mecanismos reguladores de la regeneraciéon en vertebrados se
presentan como grandes desafios para los estudios futuros. La manipulacién de una
via, frecuentemente, no genera impactos notables en la recuperacion funcional de las
neuronas lesionadas, mientras que la combinatoria de tratamientos en modelos de
lesion de la médula espinal en ratén ha revelado interesantes resultados (Alto y col.
2009, Kadoya y col. 2009).

Por lo tanto, la investigacion de los efectos sinérgicos se vislumbran como el futuro
foco de investigacién de la regeneracion axonal. Los resultados obtenidos en esta
tesis son un claro aporte al respecto, pues el modelo permite el uso de mutantes y
métodos simples de manipulacién de las vias de sefializacién in vivo. Busquedas
farmacologicas y genéticas a gran escala en un organismo vertebrado de bajo costo
seran un valioso aporte a la necesidad urgente de identificar nuevos blancos y drogas

para la terapia de regeneracion axonal.

75



5. CONCLUSIONES

-Los axones de la linea lateral del pez cebra presentan degeneracién Walleriana.

-En la fase de eliminaciéon de los fragmentos axonales de la degeneracion Walleriana

participan los leucocitos del sistema inmune.

-El proceso de regeneracion axonal es independiente de la presencia las células

ciliadas.

-La correcta regeneracion axonal depende de la presencia de las células de Schwann

alrededor del nervio de la linea lateral.

6 ?
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