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CIRCUITOS SENSORIALES EN DESARROLLO: ROL DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA
ESPONTANEA EN ELESTABLECIMIENTO Y MADURACION DE LA VIA AFERENTE
DEL SISTEMA DE LINEA LATERAL DEL PEZ CEBRA

RESUMEN

Una de las preguntas clave de la neurociencia es cémo se forman los circuitos neuronales durante el
desarrollo del sistema nervioso. Existen numerosas evidencias del papel que juegan los programas
genéticos en este proceso; sin embargo, alin no esta claro de qué manera la actividad eléctrica puede
afectar la estructura y la funcién de los circuitos en formacién.

Los circuitos neuronales responsables de procesarla informaciénsensorial se establecen en estadios
tempranos del desarrollo. Una caracteristica notable de este proceso es que depende de actividad
eléctrica espontanea (AEE) que es generada dentro de los mismos drganos sensoriales. Este trabajo
tiene por objetivo general develar de qué manera la AEE controla el correcto ensamblado de los
circuitos sensoriales en desarrollo. Para ello usamos como modelo lalinea lateral (LL) del pez cebra
(Danio rerio). Este sistema mecanosensorial es superficial y muy facilmente accesible, lo que permite
su estudio y manipulacién en el animal entero.

La LL detecta los movimientos del agua y los cambios de presién relativos al cuerpo del animal.
Comprende una serie de agrupaciones celulares, llamadas neuromastos (NM), que contienen células
ciliadas (CC) mecanosensitivas inervadas por neuronas aferentes (NAs) glutamatérgicas, que llevan
la informacion sensorial al sistema nervioso central, y por neuronas eferentes (NEs) que proyectan
desde areas centrales hacia la periferia y modulan la transduccién sensorial.

Las CC de la LL comparten caracteristicas estructurales, moleculares y funcionales con las CC del
oido interno de mamiferos. Debido a ello y su facil accesibilidad, han sido ampliamente utilizadas
como modelo para el estudio de las bases genéticas de la audicion y el equilibrio. Entre los 2y los 3
dias postfecundacion (dpf), las NAs de la LL extienden sus axones hacia areas centrales y periféricas
en pos de establecer los primeros contactos sinapticos. A los 5 dpf, el sistema ya es funcional y
responde a estimulos externos.

Se ha reportado que tanto las CC como las NA en desarrollo exhiben AEE. Sin embargo, ain no
existen evidencias del rol de la AEE en el correcto ensamblado de la LL. A lo largo de esta tesis se
presentan dos capitulos enfocados en responder este interrogante.

Capitulo 1- Rol de la AEE en el establecimiento de las proyecciones axonales centrales de las
NAs de laLL.

Con el finde develar cuél es el papel que juega la AEE en el ensamblado de los circuitos sensoriales
en desarrollo, estudiamos in vivo el establecimiento de los arboles axonales (AAs) de las NAs que
inervan el cerebro medio del pez. Analizamos los estadios de 3 y 5 dpf para estudiar el rol de la AEE
en el ensamblado de la via aferente, en desarrollo y madura, respectivamente.

Realizamos un analisis estructural detallado de los AAs centrales a partir de la expresion estocastica
de la proteina fluorescente DsRed y del canal de potasio humano hKir2.1 con el fin de suprimir la
excitabilidad neuronal. Como resultado obtuvimos embriones conNAs Unicas silenciadas y marcadas
con DsRed. Analizamos in vivo el crecimiento axonal y el establecimiento de los AAs centrales
adquiriendo imagenes en un microscopio confocal. Nuestros resultados muestran que la supresion
de la AEE en NAs Unicas genera un desarrollo anémalo de los AAs centrales. Aquellas neuronas
silenciadas exhibieron una disminucién en la longitud de sus AAs, asi como alteraciones en su
complejidad, lo que provoc6 una disminucion del area de inervaciéon. Ademas, estudios in vivo de la
dindmica de crecimiento axonal evidenciaron que los AAs silenciad os poseen mayor motilidad,
exhibiendo tasas de elongacion, retraccién, formacién y eliminaciéon, mayores que las NAs WT. Mas
aun, los AAs silenciados presentaron una alteracion en el tiempo de vida de sus ramas, asi como una
disminucién en el nimero de varicosidades, sugiriendo una disminucién en el nimero de sinapsis
maduras.




En conclusién, nuestros resultados sugieren que la AEE es necesaria tanto para el crecimiento y la
maduracion de los AAs de las NA, como para el establecimiento de la inervacién a nivel central.
Capitulo 2- Caracterizacion de los patrones de AEE en CC de la LL en desarrollo y su
modulacion.

Trabajos previos han reportado la presencia de AEE en CC de laLL a 3 y 5 dpf, previo al comienzo
de la deteccion de estimulos externos. Sin embargo, aln no se conocen las caracteristicas de dicha
actividad y cémo ésta se desarrolla a lo largo de la maduracién del sistema. Con el objetivo de
caracterizar los patrones de AEE de las CC en distintos estadios del desarrollo, estudiamos in vivo
los cambios transitorios de las concentraciones intracelulares de calcio (Ca). Para ello, utilizamos
embriones transgénicos que expresan el sensor de Ca genéticamente codificado GCaMP7a
selectivamente en CC, y realizamos estudios de Imaging de Ca in vivo en embriones enteros de pez
cebra antes y durante el establecimiento de las sinapsis aferentes dela LL.

Detectamos sefiales con distintas caracteristicas temporales, las cuales discriminamos segun su
frecuencia. Nos abocamos a estudiar las sefiales de altas frecuencias, las cuales no habian sido
descritas hasta el momento. Detectamos eventos de alta frecuencia, a los que denominamos picos
de Ca, entre los 3y 7 dpf, y observamos un mayor porcentaje de CC activas a los 4 dpf, donde se
encontrd, ademas, un maximo en la magnitud promedio de actividad por célula.

En el oido interno de mamiferos, la tasa de la AEE esta bajo el control de una via eferente colinérgica
gue desciende del cerebro y hace sinapsis directamente conlas CC de la coclea. De manera similar,
la via eferente colinérgica de la LL contacta las CC y la transmisién sindptica estd mediada por el
receptor nicotinico homomérico a9. Sin embargo, aun se desconoce si las NEs de LL también
modulan la AEE expresada por las CC en desarrollo. Con el fin de responder esta pregunta,
realizamos estudios de Imaging de Ca in vivo en presencia de a-bungarotoxina, bloqueante del
receptor nicotinico a9. Observamos una disminucion en la frecuencia y en la duraciéon de los picos de
Ca, sugiriendo que la via eferente colinérgica modula la AEE expresada en las CC en desarrollo.
Nuestros resultados muestran evidencias in vivo de que la AEE cumple un rol crucial en el
ensamblado y maduracién del circuito neuronal aferente de la LL y, por otro lado, contribuyen a la
caracterizacion de la AEE en CC en distintos estadios de la LL para comprender mejor tanto su
funcién como su modulacion durante el desarrollo.

Palabras claves: actividad eléctrica espontanea, linea lateral, pez cebra, neuronas aferentes, células
ciliadas.




DEVELOPMENT OF SENSORY CIRCUITS: ROLE OF SPONTANEOUS ELECTRICAL
ACTIVITY IN THE ESTABLISHMENT AND MATURATION OF THE AFFERENT
PATHWAY OF THE LATERALLINE SYSTEM IN ZEBRAFISH

ABSTRACT

One of the key questions in neuroscience is how neuronal circuits form during nervous system
development. While the role of genetic programs in this process is well established, it remains unclear
how electrical activity may affect the structure and function of developing circuits. Neuronal circuits
responsible for processing sensory information are established early in development, and a notable
feature of this processis its dependence on spontaneous electrical activity (SEA) generated within the
sensory organs. This study aims to uncover how SEA controls the proper assembly of developing
sensory circuits, using the lateral line (LL) system of zebrafish (Danio rerio).

The LL detects water motionand pressure changes relative to the animal's body. It consists of aseries
of cellular clusters called neuromasts (NM), containing mechanosensitive hair cells (HC) innervated
by glutamatergic afferent neurons (ANs) that transmit sensory information to the central nervous
system, and efferent neurons (ENs) projecting from central areas to the periphery and modulating
sensory transduction. LL HC share structural, molecular, and functional features with mammalian inner
ear HC, making them widely used models for studying the genetic basis of hearing and balance.
Between 2- and 3-days post fertilization (dpf), LL ANs extend their axons to central and peripheral
areas to establish initial synaptic contacts. By 5 dpf, the system is functional and responds to external
stimuli.

Developing HC and ANs have been reported to exhibit SEA. However, the role of SEA in the proper
assembly of the LL is still unknown. Throughout this thesis, we present two chapters focused on
addressing this question.

Chapter 1- Role of SEA in the establishment of central axonal projections of LL ANs.

To uncover the role of SEA in the assembly of developing sensory circuits, we studied in vivo the
establishment of axonal arbors (AAs) of ANs innervating the zebrafish hindbrain. We analyzed the
central projections at 3 and 5 dpf to study the role of SEA in afferent pathway assembly, in both
developing and mature stages, respectively. We performed a detailed structural analysis of central
AAs based on stochastic expression of the fluorescent protein DsRed and the human potassium
channel hKir2.1 to suppress neuronal excitability. As a result, we obtained embryos with single
silenced ANs marked with DsRed. We analyzed axonal growth and central AA establishment in vivo
by acquiring images on a confocal microscope. Our results show that suppressing SEA in single ANs
leads to abnormal development of central AAs. Silenced neurons exhibited reduced AA length and
alterations in complexity, resulting in a decrease of innervation area. Moreover, in vivo studies of
axonal growth dynamics revealed that silenced AAs have increased motility, with higher elongation,
retraction, formation and elimination rates compared to WT ANs. Furthermore, silenced AAs showed
alterations in branch lifetime and decreased number of varicosities, suggesting a decrease in mature
synapses.

In conclusion, our results suggest that SEA is necessary for growth and maturation of AN AAs and for
establishing central innervation.

Chapter 2- Characterization of SEA patterns in developing LL HC and their modulation.
Previous studies have reported presence of SEA in LL HC at 3 and 5 dpf, preceding the onset of
external stimulus detection. However, the characteristics of this activity and its development
throughout system maturation remain unknown. To characterize SEA patterns in HC at different
developmental stages, we studied in vivo transient changes in intracellular calcium (Ca)
concentrations. To achieve this, we used transgenic embryos expressing the genetically encoded Ca
sensor GCaMP7a selectively in HC, and performed in vivo Ca imaging studies in living embryos before
and during establishment of LL afferent synapses.

We detected signals with different temporal characteristics, which we discriminated based on their
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frequency. We focused on studying high-frequency signals, which had not been described previously.
We detected high-frequency events, which we called Ca peaks, between 3 and 7 dpf, and observed
a higher percentage of active HC at 4 dpf and, we also found a peak in average activity magnitude
per cell.

In the mammalian inner ear, SEA rate is under control of a cholinergic efferent pathway descending
from the brain and directly establishing synapses with cochlear HC. Similarly, the LL cholinergic
efferent pathway contacts HC, and synaptic transmission is mediated by the homomeric nicotinic
receptor a9. However, itis still unknown whether LL ENs also modulate SEA expressed by developing
HC. To answer this question, we performed in vivo Ca imaging in the presence of a-bungarotoxin, a
blocker of the a9 nicotinic receptor. We observed a decrease in Ca peak frequency and duration,
suggesting that the cholinergic efferent pathway modulates SEA expressed in developing HC.

Our results provide in vivo evidence that SEA plays a crucial role in the assembly and maturation of
the LL afferent neuronal circuitry, and contribute to the characterization of SEA in HC at different LL
stages for a better understanding of its function and modulation throughout development.

Key words: spontaneous electrical activity, lateral line, zebrafish, afferent neurons, hair cells.
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ABREVIATURAS

ACh: Acetilcolina.

AChNE: Neuronas eferentes colinérgicas.

APA: Apamina.

ATP: Adenosin trifosfato.

bg: Background.

Cav1.3: Canales de calcio dependientes de voltaje tipo L 1.3a.
CC(s): Célula(s) ciliada(s).

Cdh23: Cadherina 23.

cOEN: Nucleo eferente octavolateral caudal.

DAG: Diacilglicerol

DELL: Nucleo diencefélico eferente de la linea lateral.
DMSO: Dimetilsulfoxido.

DNE: Neuronas eferentes dopaminérgicas.

dpf: Dias post fecundacion.

GCaMP7a: Sensor de calcio genéticamente codificado.
hKIR2.1: Canal de potasio humano Kir2.1.

hKIRm: Canal de potasio humano Kir2.1 mutado, que no permea K*.
hpf: Horas post fecundacion.

IPs: Inositol 1,4,5-trifosfato.

ISR: Isradipina.

KO: knockout.

LL: Linea lateral.

LLA: Linea lateral anterior.

LLP: Linea lateral posterior.

MET: Canal mecanotranductor.

min: Minutos.

MNTB: Nucleo medial del cuerpo trapezoide.

MOC: Sistema eferente medial olivococlear.

NA(S): Neurona(s) aferente(s).

NAChRs: Receptores colinérgicos nicotinicos.
NAD*/NADH: Nicotinamida adenina dinucledtido oxidada / reducida.
NGE: Neuronas del ganglio espiral.

NGR: Neuronas ganglionares de la retina.

NM(s): Neuromasto(s).




NMDA: Receptor glutamatérgico ionotropico NMDA.
NOM: Nucleo octavolateral medial.

P2rx: Receptores purinérgicos ionotropicos P2X.
P2ry: Receptores purinérgicos metabotrépicos P2Y.
Pcdh15: Protocadherina 15.

PIP2: Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato.

PLC: Fosfolipasa C.

pLLg: Ganglio aferente de la linea lateral posterior.
PTU: N-feniltiourea.

rOEN: Nucleo eferente octavolateral rostral.

ROI: Region de interés.

RRP: Vesiculas listas para ser liberadas (“readily releasable vesicle pool”).
seg, s: Segundos.

SNC: Sistema nervioso central.

Tdw: Ventana temporal movil.

TeNT-Ic: Cadena liviana de la toxina tetanica.
TMEM16a: Canales de CI- activables por Ca?".
VAMP: Proteina de membrana asociada a vesiculas.
VAMPmM: Version mutante no funcional de la proteina VAMP.
WT: Wild-type.

a-BTX: a-bungarotoxina.

A: Longitud de onda.
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Introduccion

INTRODUCCION

Los circuitos neuronales se establecen en estadios tempranos del desarrollo comoresultado
de la combinacién de eventos determinados tanto por programas genéticos como por
procesos dependientes de actividad. En los sistemas responsables de procesar la
informacion sensorial, el correcto ensamblado neuronal consta de una serie de pasos
finamente regulados: la especificidad neuronal, el crecimiento axonal y dendritico, el
establecimiento de los contactos sinapticos y el refinamiento de dichas conexiones. Algunos
de estos procesos son mayormente guiados por sefializaciones moleculares, mientras que
otros son dependientes de actividad espontanea o independiente de la experiencia
sensorial.

Se conoce que la actividad eléctrica espontanea (AEE) en el desarrollo de sistemas
sensoriales es originada dentro de los mismos 6rganos sensoriales y propagada hacia areas
superiores de procesamiento. En los sistemas visual y somatosensorial, la AEE exhibida en
estadios tempranos se genera como rafagas de potenciales de accion separadas por
periodos largos de quiescencia, en grupos de neuronas que comparten campos receptivos
(Meister et al., 1991; Khazipov, 2004). Patrones de actividad similares se han encontrado en
el sistema auditivo antes del comienzo de la audiciéon (Lippe, 1994; Sonntag et al., 2008;
Jones et al.,, 2007). Esta actividad independiente del sonido es originada en la coclea
(Johnson et al.,, 2011; Tritsch, 2007), y juega un papel importante en la sobrevida y
maduracion de las neuronas auditivas (Mostafapour et al., 2005; Glueckert et al., 2003;
Zhang-Hooks, 2016), en el desarrollo de las sinapsis aferentes (Erazo-Fischer et al., 2007,
McKay & Oleskevich, 2007), y en el refinamiento de los mapas tonotdpicos (Kandler et al.,
2009). Sin embargo, aun se desconocen en profundidad los mecanismos por los cuales el
rol de la AEE es crucial en el ensamblado de los microcircuitos sensoriales in vivo durante

el desarrollo del sistema nervioso.
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El pez cebra (Danio rerio) es un modelo animal ampliamente utilizado para el estudio del
desarrollo de vertebrados. Una de sus mayores ventajas es la transparencia de sus
embriones y larvas, que, al ser de desarrollo externo, permite realizar estudios de imagenes
a nivel de célula unica in vivoy en un organismo intacto durante etapas muy tempranas de
su desarrollo. Todas estas caracteristicas han hecho del pez cebra un modelo excelente
para visualizar los efectos de la expresion de genes en clases especificas de neuronas en
el sistema nervioso y estudiar en el animal intacto los procesos de crecimiento axonal y
sinaptogénesis.

Debido a las similitudes moleculares y funcionales que presentan el sistema auditivo de
mamiferosy el sistema de linea lateral del pez cebra, utilizaremos este excepcional modelo
para estudiar el establecimiento de los arboles axonales centrales de la via aferente y el rol

de la AEE en este proceso.

SISTEMA DE LINEA LATERAL

La linea lateral (LL) es un sistema sensorial presente en peces y anfibios que les permite
detectar los movimientos del agua y los cambios de presién relativos al cuerpo del individuo
(Dijkgraaf, 1962; Montgomery et al., 2000). Este sistema esta involucrado en diferentes
comportamientos tales como la reotaxis (movimiento de un organismo a favor o en contra
de la corriente de agua), la deteccién de presas, la respuesta de escape ante amenazas y
otros comportamientos sociales tales como el nado en cardimenes y la danza de cortejo
sexual (Bleckmann, 2008; McHenry et al., 2009; Oteiza et al., 2017; Partridge & Pitcher,
1980; Suli et al., 2012).

La LL esta constituida por tres componentes principales: 1- los neuromastos (NMs), 6rganos
gue constituyen la unidad sensorial funcional del sistema y son los encargados de la
transduccion de la sefial mecéanica a eléctrica, 2- el sistema de inervacion aferente, el cual

recolecta e integra la informacion eléctrica proveniente de los NMs y la transmite hacia
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centros superiores de procesamiento en el cerebro medio, y, 3- el sistema de inervacion
eferente, implicado en la modulacién sensorial y constituido por neuronas cuyos somas se
encuentran en areas centrales y proyectan sus axones hacia la periferia. El sistema de LL
esta subdividido en dos sistemas conforme a su ubicacion: la linea lateral anterior (LLA)
(posicionado mayormente en la cabeza) y la linea lateral posterior (LLP) (que se extiende a
través de la linea media hasta la cola) (Metcalfe, 1989; Raible & Kruse, 2000) (Figura 1). En
el pez cebra, a los 7 dias después de la fecundacion (dpf), la LLP esta formada por 14 NMs:
8 primarios y 6 secundarios (Kimmeletal., 1995; Metcalfe, 1985; Pujol-Marti & Loépez-Schier,
2013; Sarrazin et al., 2010). Los NMs primarios y secundarios de la LLP poseen diferente
sensibilidad en la deteccion de la direccionalidad del movimiento del agua debido a que
poseen distintos ejes de polaridad. Mientras que los NMs primarios son sensibles a
movimientos en direccion del eje antero-posterior, los NMs secundarios responden al eje
dorso-ventral (planos de simetria paralelo y perpendicular al cuerpo del pez,
respectivamente) (Lopez-Schier et al., 2004) (Figura 1). En consecuencia, la eficienciaen la
deteccion de sefiales del entorno esta dada por una fina regulacion entre la activacion de
células sensoriales dentro del NM, seguido por una estereotipada inervacion de las neuronas
aferentes (NAs) encargadas de transmitir la informacién segun la direccion de los

movimientos del agua.

Neuromastos

Las unidades funcionales sensoriales de la LL son los NMs. Estan ubicados de manera
discreta a lo largo del cuerpo del pez y se posicionan superficialmente en la epidermis en
estadios larvales. En su centro, poseen células ciliadas (CCs) mecanosensoriales
encargadas de la transduccion de sefiales mecanicas a eléctricas. En su zona apical, las
CCs poseen un arreglo de estereocilios pequefios ubicados en forma de escalera

compuestos por actina, unidos a un unico cilio verdadero denominado cinocilio, compuesto
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por tubulina. Estas estructuras estan inmersas en una sustancia gelatinosa compuesta de
glicosaminoglicanos denominada cupula (McHenry & Van Netten, 2007). Este haz de cilios
tiene la capacidad de deflectarse como consecuencia de las ondas mecanicas del medio
externo, funcionando como un sensor de movimiento del agua. Por otro lado, en la zona
basal de las CCs se encuentra la maquinaria sinaptica de las inervaciones aferente y

eferentes.

Plano
paralelo

)

?Ga Plano
_QOO perpendicular
o)

D1 D2 ' R

LLA LLP

Figura 1: Esquemarepresentativode unalarvade pezcebrade 5 dpf. Se observaelsistema
de linea lateral anterior (LLA) y el sistema de linea lateral posterior (LLP). En violeta se
representan los NMs ubicados en la cabeza y a lo largo del cuerpo. Dentro del sistema de
LLP se observan 8 NMs primarios (LI.1 —LI.5 y term1— term3), 3 secundarios (LIl.1-LII.3) y
2 NM dorsales (D1 — D2). Se muestran en detalle los ejes de polaridad de los NMs desde
una vista dorsal del mismo. Los NMs con plano de simetria perpendicular responden a
fluctuaciones en el eje antero-posteriory los que presentan plano paralelo responden a
fluctuacionesen el eje dorso-ventral.

Rodeando a las CCs se encuentran dos poblaciones de células accesorias no sensoriales:
las células del manto y las células de soporte. Las células del manto formanuna Unica lamina
celular que cubre la superficie apical de las CCs, permitiendo la salida de los cinocilios a
través de una abertura en el centro del NM y son las encargadas de secretar las sustancias
gue componen la cupula. Las células de soporte se encuentran en zonas mas profundas
dentro del NM, en contacto con las CCs de manera interdigitada y participan en el

mantenimiento del sistema. Ambos tipos celulares estan implicados en mecanismos de

diferenciacion y proliferacién de precursores de nuevas CCs (Hernandez et al., 2007).
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Transduccidon mecanoeléctrica

El cinocilio posee una mayor longitud que el resto de los estereocilios, siendo de
aproximadamente 30 um de altura. Esta formado por una estructura similar a los flagelos
encontrados comunmente en eucariotas, con un arreglo de 9 + 2 microttbulos con brazos
de dineina dispuestos de manera radial y en la parte mas externa. En cambio, los
estereocilios estdn compuestos por haces de actina (Fawcett, 1961; Flock & Duvall, 1965;
Kindt et al., 2012). Los cinocilios estan ubicados asimétricamente y estan interconectados
con los estereocilios mas altos por estructuras filamentosas denominadas “tip links” (Pickles
& Osborne, 1984). Esto hace que los estereocilios participen activamente en la transduccion
de la sefial, mientras que el cinocilio participa de manera pasiva (Hudspeth & Jacobs, 1979).
Gracias a sus propiedades de viscosidad, elasticidad y longitud, la capula protege y une el
arreglo de cilios de tal manera que todas las CCs del mismo NM estén sometidas
exactamente al mismo estimulo (Van Trump & McHenry, 2008). Cuando se presenta una
onda mecanica o el pez realiza algin movimiento, el cinocilio se desplaza en direccién al
movimiento y los estereocilios unidos a él giran alrededor de su sitio de insercion. Como
consecuencia, se abren canales mecanosensoriales, ubicados en la zona apical de cada
uno de los estereocilios, por los cuales entran iones del medio externo. La entrada de iones
resulta en la despolarizacion de la CC, seguida por la transmision rio abajo de esa sefial a
las NAs. De esta manera, ocurre la mecanotransduccion, es decir, la conversiéon de energia
mecanicaen sefiales eléctricas. La excitacidonde las CCs ocurre particularmente en una sola
direccion, y se lleva a cabo solo cuando el arreglo de cilios se deflecta hacia los estereocilios

mas altos (Flock & Wersall, 1962) (Figura 2).
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A Cupula Cinocilio
~

Estereocilios

Células ciliadas
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Figura 2: Esquema representativo de un corte transversal de un NM en vista lateral.
(A) Se muestran los tipos celulares y estructuras que lo componen. El diagrama
muestraa las células ciliadas (CCs) en dos colores diferentes, los cuales identifican las
polaridades opuestas (azuly rosa). Las células de soporte (gris claro) se encuentran
rodeando a las CCs. En la periferia del NM, y rodeando a las células de soporte, se
encuentran las células del manto (gris oscuro). Los cinocilios se representan como
estructuras largas y Unicas dentro de cada CC. Unidos a los cinocilios se encuentran los
estereocilios. Ambas estructuras estan embebidas dentro de la clipula. El cinocilio, los
estereociliosy la cipula estan en contacto directo con el medio externo. (B) Diagrama
de un NM reconociendo la direccionalidad de la corriente del agua (flecha verde). Se
observan los cilios siendo deflectados a causa de las ondas mecdnicas del agua. Dicha
deflexién tiene como consecuencia que las CCs se activen o inhiban diferencialmente.
La transduccién de sefal se da desde las CCs a las NAs. Los colores rojo y gris en las
NAsen B representan laactivacion o la inhibicién de la NA.
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Inervacion de los neuromastosdela linea lateral

En los peces adultos existen dos tipos de NMs: los de canal y los superficiales. Los
neuromastos de canal se encuentran insertos en canales 6seos debajo de las escamas del
pez, estdn compuestos por cientos de CCsy son sensibles a la aceleracién del flujo (Van
Netten, 2006). Por su parte, los neuromastos superficiales se encuentran, como su nombre
lo indica, en la superficie del animal expuestos directamente al entorno y son sensibles a la
velocidad del flujo (McHenry & Van Netten, 2007). En su estado larval, el pez cebra posee
anicamente NMs superficiales (Ghysen & Dambly-Chaudiere, 2007).

Cada NM superficial esta compuesto por entre 10 y 20 CCs rodeadas por alrededor de 30
células de soporte (Lépez-Schier & Hudspeth, 2006). Los NMs de la LL exhiben un patron
de inervacion simple y estereotipado donde varios grupos de neuronas establecen
conexiones sinpticas en un espacio restringido. Cada NM es inervado por al menos dos
NAs, donde cada una de ellas establece sinapsis con CCs de igual polaridad y, en
consecuencia, divide al NM en compartimentos funcionales con un plano de simetria. La
transduccion de la sefial aferente ocurre por medio de una sinapsis glutamatérgica de tipo
“en cinta” (Faucherre et al., 2009; Nagiel et al., 2008). Por otro lado, las CCs también
establecen conexiones sinapticas directas con neuronas eferentes colinérgicas (AChNES)
(Bricaud et al., 2001). Por ultimo, se ha reportado la presencia de neuronas eferentes
dopaminérgicas (DNES), las cuales liberan sus vesiculas de manera paracrina cumpliendo

un rol modulatorio sobre la presinapsis en las CCs (Toro et al., 2015) (Figura 3).
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NE Glu
Ach DA

Figura 3: Diagrama de un NM en vista lateral exhibiendo las neuronas que lo contactan. Las
CCs de distintos colores corresponden a polaridades opuestas (azul y rosa). Los NMs son
inervados por al menos 2 NAs (rojo), donde cada una de ellas establece contactos
postsindpticos con CCs de igual polaridad. La sinapsis aferente es glutamatérgica excitatoria.
Las NEs modulan las respuestas sensoriales mediante la liberacién de acetilcolina (ACh,
verde) o dopamina (DA, magenta). Las AChNEs establecen contactos sinapticos sobre las CCs,
mientras que las DNEs liberan sus vesiculas de manera paracrina. La modulacidn llevada a
cabo porlas AChNEs es inhibitoria, mientras que la llevada a cabo porlas DNEs es excitatoria.

Desarrollode los neuromastos

La LLP se origina como un conjunto de células inmaduras llamado placoda que se forma
donde se va a ubicar el ganglio posterior de la LL (pLLg). Esta placoda comienza a
diferenciarse en una parte anterior y otra posterior a las 18 - 20 hpf (Kimmel et al., 1995). Se
divide rapidamente en un pequefio compartimento anterior de aproximadamente 20 células
gue se diferenciaran en neuronas sensoriales, y un compartimento grande de
aproximadamente 100 células que forman el primer primordio (Priml) de la PLL. A las 20
hpf, el Priml comienza a migrar hacia el extremo caudal, depositando cinco grupos de células
a lo largo de la linea media del pez, llegando a la cola antes de las 40 hpf. A medida que

migra, es acompafado por axones de las NAs, los cuales se extienden desde el pLLg
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(Gilmour et al., 2004; Metcalfe, 1985). Las células depositadas por el Priml se denominan
protoneuromastos y estdn compuestos aproximadamente por 20 células que se
diferenciaran en los distintos tipos celulares que componen a los NMs primarios. Este
proceso de desarrollo, entonces, es coherente con la llegada de las primeras NAs formadas
a los NMs mas caudales. Otros dos primordios comienzan a migrar cuando el Priml ha
llegado a la zona més caudal del pez: el segundo primordio (Primll) y el primordio dorsal
(PrimD). De manera similar, aunque mas lenta, el Primll y el PrimD formaran los NMs
secundarios y dorsales, respectivamente (Ghysen & Dambly-Chaudiere, 2007; Sapede et
al., 2002).

La proliferacion de los primordios esta guiada por una fina sefializacion molecular para lograr
la correcta diferenciacion celular y morfogénesis. La migracion estd determinada por
interacciones entre las vias de sefalizacion Wnt/B-catenina y FGF. Wnt se expresa en el
extremo lider del primordio estimulando la inhibicién de FGF, generando un gradiente de
expresion diferencial entre estas moléculas y manteniendo la polaridad del primordio (Aman
& Piotrowski, 2008). Ademdés, cambios en la expresion de E-cadherina y N-cadherina
generan una diferencia de comportamiento de las células de estatico a migratorio. Mientras
que los primordios migran, la via Wnt/B-catenina mantiene a una poblacion de células con
capacidad proliferativa en el extremo que lidera la migracion (ya que es un sistema que va
perdiendo células a través de la deposicion) y coordina una maduracion progresiva de las
células que formaran los protoneuromastos (Chitnis et al., 2011).

Una vez depositado el protoneuromasto, la diferenciacion en polaridades opuestas de
nuevas CCs estd mediada, en parte, por el circuito de inhibicion lateral de la via de
sefalizacion de Notch (Matsuda & Chitnis, 2010). Luego del proceso de mitosis, las células
hermanas recién formadas experimentan una serie de reordenamientos estereotipados en
sus posiciones relativas. La CC ubicada mas anteriormente desarrolla un cinocilio sensible
a la estimulacion anteroposterior y la hermana ubicada posteriormente extiende un haz que
responde al movimiento posteroanterior del agua. De esta manera, dos CCs con diferente

polaridad se originan a partir de una misma célula precursora. Al dia de la fecha se sabe
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gue las proteinas Vangl2 y Emx2 son claves para el correcto desarrollo de la simetria de
polaridades. Estudios recientes mostraron que peces knockout (KO) para la proteina Vangl2
poseen CCs con polaridades determinadas azarosamente (Dow et al., 2018; Lopez-Schier
& Hudspeth, 2006). Por otro lado, otro estudio demostré que existe una expresion diferencial
de Emx2en las células precursoras de las CCs, y que su expresion induce el establecimiento
de una polaridad que responde al flujo en direccién anteroposterior (Jiang et al., 2017). La
mitad de las CCs de un NM exhibe marcacioén positiva para Emx2, y esto, ademas, tiene

implicancias en la inervacion diferencial de las NAs (Ji et al., 2018).

En resumen, los NMs forman la estructura anatdmica esencial para la mecanotransduccion
en la LL. La disposicion asimétrica y opuesta de las CCs, respetando un eje de simetria,
contribuye a la polarizacion intrinseca del NM, que es una caracteristica fundamental que
determina la sensibilidad ala direccion del estimulo. Ademas, la interaccién de la cupula con
el entorno hidrodinamico local funciona como un filtro que, por un lado, protege a las
estructuras ciliares y, por otro, modula y converge la informacion que provee la direccion de
las corrientes, dando como resultado, una eficiente deflexién del haz de cilios de manera

diferencial.

CELULAS CILIADAS

Sistema auditivo y vestibular

Como se mencioné anteriormente, las CCs son el primer eslabén de la cadena de
transduccion de la informacion sensorial en sefiales eléctricas, que luego seran transmitidas
a vias centrales superiores para su posterior integracion. Sin embargo, la LL no es el Unico
sistema con esta particularidad. En el oido interno de mamiferos, la coclea y el aparato

vestibular también estan compuestos por epitelios sensoriales que poseen CCsy juegan un
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rol crucial en la audicion y el balance, respectivamente. Dentro de la coclea se encuentra el
organo de Corti, cuyas CCsfuncionan comoreceptores de vibraciones acusticas y se dividen
en células ciliadas internas (CCI) y células ciliadas externas (CCE) (Dallos, 1992). Estas
CCs cuentan con estereocilios de actina que se encuentran en contacto con la membrana
tectorial y estan rodeados de una solucién con una alta concentracion de potasio (K*)
llamada endolinfa. Por otro lado, en el aparato vestibular existen dos epitelios sensoriales:
la maculay la crista. La macula esta localizada en el utriculo y el saculo, mientras que la
crista se encuentra al final de los tres canales semicirculares. Las CCs ubicadas en el
utriculo son sensibles a los movimientos en el plano horizontal, mientras que aquellas
ubicadas en el saculo son sensibles al movimiento en el plano vertical. Dentro de la macula,
las CCs estan cubiertas por una membrana gelatinosa que contiene pequefias particulas de
carbonato de calcio llamadas otolitos. La crista, posee CCs que son sensibles a la
aceleracion angular. Si bien es histolégicamente similar a la macula, la crista carece de
otolitos y estd cubierta por una cuUpula gruesa. La membrana tectorial de la céclea, la
membrana otolitica de la macula y la cUpula de la crista funcionan como una estructura que
logra una sincronizacién macromecanica de los haces ciliares (Burns & Stone, 2017; Day &
Fitzpatrick, 2005; Quian et al., 2022; Khan & Chang, 2013) (Figura 4).

Por su parte, el pez cebra tiene su propia estructura auditiva y vestibular: la vesicula ética.
Aungue esta estructura carece de compartimentos, como el oido interno de mamiferos,
posee cinco agrupaciones de CCs, en espacios bien discriminados, denominadas maculay
crista. La macula utricular y sacular, detectan la aceleracion lineal del movimiento. Se ha
demostrado que la macula utricular es responsable de la funcién vestibular mientras que la
macula sacular es el 6rgano auditivo (Riley & Moorman, 2000; Yao et al., 2016). La crista
anterior, lateral y posterior, detectan movimientos a causa de la rotacion de la cabeza. Al
igual que en mamiferos, en la macula los haces ciliares son desplazados por los otolitos,

mientras que en la crista los cilios estan en contacto con la endolinfa (Quian et al., 2022).
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A Membrana tectorial B
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Figura 4: Diferentes epitelios sensoriales tienen en comun la funcionalidad de las CCs
como transductor principal de sefiales mecdnicas. (A) En el sistema auditivo de mamiferos,
las ondas originadas por cambios de presién del aire se transmiten a través de un
ambiente acuoso dentro de la céclea. Las vibraciones concluyen en el movimiento de la
membrana basilar, donde se posa el 6rgano de Corti. Como resultado, los estereocilios de
las CCs se deflectan sobre la membranatectorial, permitiendo la aperturade los canales
mecanosensoriales. (B-C) En el caso del sistema vestibular, todas las CCs poseen sus
estereocilios de actina unidos a un cinocilio (representado en rojo) (B) En la crista, los
movimientos de aceleracidon rotacional causan un desplazamiento de la endolinfa, en la
cual estdembebidala cupula, enla direccidon opuestaa la rotacién. La cupula se desplaza
sobre una membranay como consecuencia se produce la despolarizacién de las CCs. (C)
Enla macula, eslamembrana otoliticala cual se desplaza sobre los haces ciliares, logrando
una sefial sincronizada. (D) En los neuromastos, los movimientos del agua generan el
desplazamiento de la clpula, lo que, a su vez, llevaal movimiento de los haces ciliares de
las CCs. Cada una de estas configuraciones estructurales proveen una diferenciacién
mecanica de la transduccion de la sefal en las CCs (imagen adaptada de Maoiléidigh &
Ricci, 2019).

Transduccidn mecanoeléctrica

Las CCs son las estructuras principales en la transduccion de las sefiales mecanicas a

sefales eléctricas en todos los sistemas donde tienen participacion. En la zona apical, las
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CCstienen una estructura altamente especializada, que consiste en un haz de estereocilios
dispuestos en filas de altura creciente. Cada estereocilio tiene un nucleo densamente
poblado de filamentos de actina que le proporciona estabilidad y rigidez. Por esa razon, al
recibir un estimulo mecanico, en lugar de doblarse, gira alrededor de su sitio de insercion.
Larigidez que exhibe el haz de cilios es proporcional al nUumerode estereocilios que presenta
(Crawford & Fettiplace, 1985; Howard & Ashmore, 1986). Adyacente al estereocilio mas alto
se encuentra el cinocilio, un cilio verdadero compuesto por haces de microtibulos con un
arreglo 9 + 2 (Figura 5A). Como consecuencia del arreglo particular que presentan estas
estructuras, de la asimetria e interconectividad de los haces ciliares y de la rigidez intrinseca
de la estructura que se comporta como una unidad (Kozlov et al., 2007), el haz de cilios
concede a las CCs propiedades optimas para su excitabilidad en funcion de las sefiales
mecanicas.

La excitacion de una CC sucede en una sola direccion, cuando los haces ciliares son
empujados por una sefial mecanica en direccién de los cilios mas largos. Los cilios estan
interconectados horizontalmente por filamentos que son conocidos como “tip links”. La
deflexion de los haces ciliares en el eje excitatorio tiene como consecuencia el incremento
de la tensién de estos filamentos y resulta en la apertura de canales mecanotransductores
(MET), ubicados en la punta de los estereocilios (Basu et al., 2016) (Figura 5B). Por el
contrario, las deflexiones con direccién opuesta al cilio mas largo resultan en la inhibicién de
la CC. El nivel de tensién que se ejerce sobre el tip link tiene como consecuencia la apertura
de los MET, como un mecanismo de tipo “resorte”. La amplitud de la corriente entrante de
iones depende de la intensidad del estimulo: cuanto mayor sea el desplazamiento de los
cilios, mayor sera la despolarizacion de la CC (Howard & Ashmore, 1986).

Los tip links estdn compuestos por dos homodimeros de cadherina 23 (Cdh23) y de
protocadherina 15 (Pcdhl5) conectados. Estos se asocian para formar filamentos que
conectan de manera adyacente y extracelular a los estereocilios (Kazmierczak et al., 2007;
Siemens et al.,, 2004). Se ha demostrado que la delecion de alguno de los genes que

codifican a estas proteinas tiene como resultado la ausencia absoluta de la respuesta
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mecanosensorial evocada por un estimulo (Kindt et al., 2012). Pcdh15 se ubica en la parte
inferior del tip link, es decir, sobre el estereocilio mas corto, y esta asociada a otras proteinas
formando el complejo canal encargado de la transduccion mecanoeléctrica (Figura 5C). En
humanos, se han reportado mutaciones en genes relacionados con el desarrollo y la
estructura de los cilios que tienen como consecuencia desordenes del equilibrio e
hipoacusia. Entre ellas, proteinas del citoesqueleto relacionadas con el anclaje del tip link y
moléculas que colaboran con la formacion del canal MET (Caprara & Peng, 2022).

El canal MET se caracteriza por ser un canal cationico inespecifico con un tamafio de poro
inusualmente grande y una alta conductancia y permeabilidad a iones (Beurg et al., 2006).
En mamiferos, el fluido extracelular que bafia los cilios, conocido como endolinfa, posee
altas concentraciones de K*. Debido a la diferencia en su potencial de equilibrio, el influjo de
este ion lidera la despolarizacion de las CCs. Esta despolarizacion, sin embargo, no resulta
en el disparo de potenciales de accién, sino que tiene como consecuencia un cambio
regulado en el potencial de membrana, que activa la liberacion de vesiculas glutamatérgicas

hacia el medio extracelular en la zona basal (Nicolson, 2017).
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Figura 5: (A) Representacion esquematica de una CC del aparato vestibular. En la zona
apical se observa el haz de cilios de actina (estereocilios) y un cinocilio de tubulina,
ubicados de manera asimétrica. El cuadrado rojo muestrala localizacion del esquemaen
B. (B) Los haces ciliares se encuentran unidos por filamentos que forman el tip link. La
tensién mecdnica dada por un estimulo en direccién al cinocilio abre canales
mecanostranductores (MET) permitiendo elinflujo de cationes. Esto despolariza la célula
desde lazonaapical (los colores dentro de los haces ciliares representan un aumento local
enla concentracidn de cationes). (C) Izquierda: Micrografia electrénica de transmisién en
la zona apical de un tip link, en una CC de la macula delpez cebra. Centro: Esquemade los
componentes moleculares que participan de la transduccién. Se observan la Cdh23 vy la
Pcdh15 formando homodimeros conectados entre si. A su vez, la Pcdh15 esta conectada
a un complejo proteico que contiene el canal MET. Derecha: Proteinas de membrana
asociadas a Pcdh15 que son cruciales para el funcionamiento del complejo. TMC1/2 son
necesarias para la formacién del poro (Jia et al., 2020), TMIE es una subunidad esencial
delcanal ya que TMC1/2no pueden asociarse sin ella (Cunningham et al., 2020; Pacentine
& Nicolson, 2019). Lhfpl5a participa en la estabilizacién de TMC1 vy la disrupcidn de esta
proteina causa déficit auditivo y vestibular (Erickson et al., 2020). Imagenes adaptadas de:
(A-B) Caprara & Peng, 2022; (C) Nicolson, 2017.

INERVACION AFERENTE DE LA LINEA LATERAL

La transduccion de las sefiales sensoriales desde las CCs hacia las NAs de la LL involucra
mecanismos notablemente similares a aquellos presentes en las CCl de mamfiferos. Consta
de dos procesos diferentes: la transduccion mecanoeléctrica y la electroquimica. Mientras
gue la transmision mecanoeléctrica depende directamente de las caracteristicas de los
haces ciliares, los cuales permiten la entrada de iones y posterior cambio de voltaje en la
membrana de las CCs, la transduccién electroquimica esta liderada por la presencia de la
sinapsis en cinta en la zona basal de las CCs. La sinapsis en cinta responde a un amplio
rango de intensidades de estimulos, y es por ello que estd presente en varios sistemas
sensoriales como las CCs mecanosensoriales del aparato auditivo y vestibular (mamiferos,
peces y anfibios), los fotorreceptores y células bipolares del aparato visual y en células de
la glandula pineal.

La zona activa presinaptica contiene estructuras electronicamente densas, denominadas

“ribbon”, formadas, principalmente, por la proteina Ribeye. Las ribbon presentan una
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monocapa de vesiculas sinapticas cargadas con glutamato, altamente empaquetadas por el
transportador Vglut3 (Lenzi et al., 1998; Matthews & Fuchs, 2010; Obholzer et al., 2008).
Estos cuerpos densos se encuentran anclados en la membrana basolateral de las CCs,
adyacentes a grupos de canales de Ca?* voltaje-dependientes de tipo L 1.3 (Cav1.3). La
activacion de los canales Cavl.3 presinapticos resulta en una despolarizacion local, seguido
por una exocitosis gradual y coordinada de glutamato. Se ha reportado la existencia de
asociaciones de vesiculas listas para ser liberadas o RRP (del inglés “readily releasable
vesicle pool”) que participan en la transmision sincronizada rapida. Las ribbon estabilizan las
RRP en la zona activa, y cuando se presenta una despolarizacion local en un microdominio
cercano, el sistema responde liberando un gran nimero de vesiculas. Inicialmente, la
exocitosis ocurre con una tasa de liberacion alta que se va ralentizando luego de un par de
milisegundos. Esta desensibilizacion parcial de la respuesta sucede luego de la depleciéon
de aproximadamente 80 vesiculas luego del estimulo (Olt et al., 2014). Recientemente se
ha demostrado que, durante estimulos mayores a 100 ms y luego de agotarse las RRP,
comienzan a liberarse vesiculas secundarias o SCP (del inglés “secondary releasable
vesicle pool”) con una cinética mas lenta (De Faveri et al., 2021). Si bien el nUmero de
vesiculas es mas bajo que aquellas que se liberan en la CCl de la céclea (aproximadamente
280 vesiculas) (Moser & Beutner, 2000; Obholzer et al., 2008), el glutamato liberado provoca
una magnitud de respuesta similar en ambos sistemas (Olt et al., 2014).

Si bien este mecanismo esta altamente conservado a lo largo del linaje de vertebrados, hay
ciertas diferencias estructurales y funcionales con los mamiferos. En peces y anfibios las
ribbon son esféricas, cada CC posee entre 3 y 5 ribbon (Obholzer et al., 2008), y una sola
presinapsis puede estar compuesta por 1, 2 y hasta 3 ribbon asociadas a una sola densidad
postsinaptica (Sheets et al., 2012). La proteina Ribeye, no solo es la proteina principal en la
zona activa presinaptica, sino que es la encargada de organizar a los deméas componentes
del complejo ribbon. Es una variante de splicing del correpresor transcripcional CtBP2, que
es exclusivo del linaje de vertebrados (Schmitz et al., 2000). Uno de sus dominios contiene

un sitio de unién a la nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*/NADH)y esta involucrado
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tanto en la oligomerizacion de la proteina Ribeye (Schmitz et al., 2000) como en el
metabolismo mitocondrial (Srivastava, 2016).

El knockdown de Ribeye provoca la ausencia de reclutamiento de los canales Cavl.3 en la
zona activa. En contraposicion, la sobreexpresion de dicha proteina resulta en cuerpos
densos ectopicos (inclusive en la zona apical de la CC), cada uno acompafiado por canales
Cav1.3 (Sheets et al., 2011). Por otro lado, la presencia y funcion de canales Cav1.3 regula
el tamafio y la forma de los cuerpos densos. Durante el desarrollo de la CC, Ribeye se
visualiza como pequefios puntos alargados en el citosol que, a lo largo de la maduracién de
la célula, se fusionan formando un solo cuerpo denso esférico (Sheets et al., 2011; Yu &
Goodrich, 2014). En el pez cebra, mutaciones en Cav1.3 generan alargamiento de las
estructuras y aumento del nimero de ribbon por sinapsis. También se observa un desacople
entre la presinapsis y la densidad postsinaptica (Sheets et al., 2012). La liberacién de
glutamato desde la zona activa de las CCs resulta en la entrada de Ca?* en los terminales
postsinapticos aferentes a partir de la activacion de receptores ionotropicos AMPA (Sebe et
al., 2017) (Figura 6). Se ha reportado que, si bien la generacion de las ribbon es
independiente de la inervacion aferente, esta es necesaria para el mantenimiento de la

sinapsis, asi comosu localizacion, tamafio y nimero de ribbon por sinapsis (Suli et al., 2016).

Neuronas aferentes

Las NAs son las encargadas de transmitir la informacion hidrodinamica desde la periferia
hacia el rombencéfalo. Son neuronas bipolares cuyos cuerpos celulares (0 somas) se
encuentran en el pLLg, ubicado posterior a la vesicula 6tica. Desde los somas se entienden
dos axones: uno que proyecta hacia areas centrales y otro hacia la periferia. Los axones
centrales de las NAs inervan el nicleo octavolateral medial (NOM) ipsilateral en el
rombencéfalo, y los axones periféricos se extienden a través de la linea media del pez e

inervan a los NMs.

26

——
| —



Introduccion

Sinapsis aferente

Figura 6: Inervacion aferente de la LL del pez cebra. Se observa una CC inervada por un
botdn postsinaptico correspondiente a una NA. De manera ampliada se muestra un
diagrama de las diferentes estructuras que forman parte de unazonaactivaenla sinapsis
aferente. A causa de la deflexidn de sus cilios, las CCs permiten el influjo de cationes a
través de los canales MET. La despolarizacién de las CCs, activa los canales Ca,1.3
presinapticos, permitiendo el influjo local de Ca?*. Como consecuencia, se produce la
fusién de vesiculas de glutamato (circulos celestes), que se encuentran ancladas sobre un
cuerpo denso denominado “ribbon” (circulo verde). El glutamato liberado activa canales
AMPA presentes enlas NAs. Imagen adaptadade Plazas & Elgoyhen, 2021.

La diferente polaridad que presentan las CCs dentro de cada NM no solo se manifiesta en
la ubicacién asimétrica del cinocilio y sus estereocilios asociados, sino que también en la
inervacion periférica de las NAs. Cada NM es inervado por, al menos, dos NAs, cada una
formando sinapsis exclusivamente con CCs de la misma polaridad funcional (Dow et al.,
2018; Faucherre et al., 2009; Nagiel et al., 2008). Este patrén de inervacion asegura que la
informacion eléctrica proveniente de los NMs llegue al cerebro de manera coherente con la
direccién del movimiento del agua. De esta manera, la asimetria en la inervacion aferente
resulta en una discriminacion direccional de la respuesta a nivel central.

El NOM recibe informacion no solo de la LLP, sino también de la LLA y del oido. Respeta

una organizacion somatotépica con respecto a los inputs de la LL (Gompel et al., 2001)
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(Figura 7). En el NOM, cada NA se bifurca para formar una rama posterior y una rama
anterior estableciendo aproximadamente 60 contactos sinapticos con neuronas de segundo
orden (Pujol-Marti et al., 2012). Un numero limitado de NAs poseen, ademas, proyecciones
centrales que convergen cerca de la dendrita lateral de las células de Mauthner, que
comandan las respuestas rapidas de escape (Eaton et al., 1977). Dado que las NAs terminan
en al menos dos regiones distintas del rombencéfalo, se ha sugerido la existencia de sistema
funcional dimérfico. Un primer conjunto estd compuesto por NAs grandes, de nacimiento
temprano, que inervan multiples NMs y se contactan con las células de Mauthner. Por otro
lado, un segundo conjunto de NAs, mas pequefas, nacidas posteriormente, que inervan un
unico NM y proyectan al MON (Haehnel et al., 2012; Liao, 2010; Pujol-Marti et al., 2012). En
este caso, las neuronas poseen campos receptivos mas limitados y una mayor sensibilidad,
lo que seria Util para detectar y localizar heterogeneidades mas sutiles en el agua que rodea
al animal. Se ha planteado la hipétesis de que las NAs y los NMs derivados del Priml
establecen un andamiaje sensorial inicial que permite detectar fluctuaciones gruesas (como
deteccion de movimientos bruscos de posibles predadores), seguido de una segunda ola de
CCs derivadas del Primll, que permiten detectar flujos con mayor sensibilidad y resolucién

espacial (que le otorgan la capacidad de alimentarse y cazar) (Liao & Haehnel, 2012).
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Figura 7: Organizacion somatotépica del sistema aferente de la LL. (A) Esquema donde
se observa la ubicacién de los ganglios anterior y posterior de la LL con respecto a la
vesicula ética (VO). El ganglio anterior se encuentra por delante de la VO (verde),
mientras que elganglio posterior se ubica pordetrds (rojo). (B) Marcacién diferencial de
ambas proyecciones centrales (verde: anterior; rojo: posterior). Las NAs de la LLA
proyectan hacia regiones mas ventrales y aquellas de la LLP proyectan hacia regiones
mas dorsales. (C-E) Organizacién somatotdpica del sistema aferente de la LLP. (C) Los
NMs a lo largo del cuerpo se dividen en rostrales (rojo), mediales (azul) y caudales
(celeste) (D) Los somas de los NMs caudales se ubican en la zona dorsal del ganglio, los
mediales en la zona medial y los rostrales en las zonas ventral y medial. (E) Las
proyecciones centrales de las NAs que inervan a los NMs caudales (celeste) proyectan
hacia areas dorsomediales deINOM, y las NAs queinervan alos NMs mediales y rostrales
(azuly rojo) proyectan hacia areas ventrolateralesen el NOM. Imagenes adaptadas de:
(B) Alexandre & Ghysen, 1999; (C-E) Pujol-Martietal., 2010.
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Varicosidades en neuronas aferentes

En el estadio larval, la inervacion aferente de la LLP y de la LLA estd compuesta, en cada
caso, por aproximadamente 60 NAs. Estas NAs presentan un campo receptivo restringido a
la inmediata cercania del NM inervado, pudiendo detectar la hidrodinamica local (Van Netten
& McHenry, 2013). A través de la expresion de proteinas fluorescentes en NAs Unicas, y
realizando reconstrucciones tridimensionales a alta resoluciébn de sus proyecciones
centrales, se describid la arquitectura de las NAs a lo largo del desarrollo (Valera et al.,
2021). Mediante el seguimiento en el tiempo, desde los 2 dpf hasta los 7 dpf, se observo
gue a los 5.5 dpf los arboles axonales centrales se encuentran estabilizados. Mas aln, se
reporto la presencia de varicosidades a lo largo de las ramas anterior y posterior, es decir,
engrosamientos de las membranas donde se detecta mayor intensidad de fluorescencia por
la acumulacién de proteinas reporteras (Figura 8). Los autores encontraron que la mayoria
de las varicosidades colocalizan con Sinapsina 1, proteina reclutada por la maquinaria
presinaptica de neuronas maduras, que regula la liberaciéon de vesiculas sinapticas a través
de su fosforilacion diferencial en sitios especificos (Valera et al., 2021). Este estudio en NAs
del pez cebraes consistente con otros estudios realizados en los sistemas olfativo y visual,
donde se ve correlacion entre varicosidades presentes en las neuronas sensoriales y

proteinas de la presinapsis (Edwards et al., 2007; Meyer & Smith, 2006).
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Figura 8: Varicosidades en las proyecciones centrales de NAs en el pez cebra. (A) Serie
de reconstrucciones tridimensionalesde una NA de la LLP desde los 2.5 hastalos 6.5 dpf.
Se puede observarlaaparicidon de varicosidades a los 3.5 dpf. lzquierda: anterior; arriba:
dorsal. Barra de escala: 50 um. (B) Vista lateral de la maxima proyeccion de una NA
coexpresando la proteina presinaptica Sinapsinal-GFP (verde), y la proteina reportera
mCherry (rojo). Se muestra la colocalizacién de ambos fluorésforos (amarillo). Las NAs
analizadas presentaron una colocalizacion promedio del 77%. Adaptado de Valeraetal.,
2021.

INERVACION EFERENTE DE LA LINEA LATERAL

Ademas de la inervacion aferente, los NMs también son contactados por neuronas eferentes
(NEs), cuyos somas se encuentran en el sistema nervioso central (SNC). Muchos sistemas
sensoriales poseen una inervacion eferente que modula la respuesta al estimulo sensorial.
La inervacion eferente puede cumplir varios propésitos. Uno de ellos es la retroalimentacion
inhibitoria, que reduce la respuesta al estimulo sensorial con el fin de proteger al sistema de

la citotoxicidad resultante de la sobreestimulacién. Encontramos, ademas, sistemas
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eferentes de retroalimentacion positiva que anticipan la estimulacion sensorial debido a
movimientos voluntarios e inhiben la respuesta a la estimulacion. Por otra parte, algunos
sistemas eferentes pueden ser excitatorios, reduciendo el umbral de respuesta a la

estimulacion, sensibilizando al sistema.

Nucleos eferentes

Estudios anatomicos en peces demostraron que los somas de las NEs de la LLP se localizan
en tres nucleos en el SNC (Bricaud et al., 2001; Hashimoto et al., 1970; Metcalfeet al., 1985;
Zottoli & Van Horne, 1983). El nlcleo eferente octavolateral (OEN) es colinérgico y se ubica
en el rombencéfalo. Esta dividido en dos sub-nicleos mas pequefios ubicados en la parte
rostral y caudal (rOEN y cOEN) (Brantley & Bass, 1988; Meredith & Roberts, 1987; Odstrcil,
2018). El tercero es el nucleo diencefalico eferente de la linea lateral (DELL) ubicado en el
hipotdlamo ventral y responde a una sefializacion catecolaminérgica (Bricaud et al., 2001;
Odstrcil, 2018; Tay et al., 2011; Toro et al., 2015) (Figura 9A).

Las neuronas del DELL se extienden de manera ipsilateral para inervar el oido interno, NMs
de la cabeza y la cola y a la médula espinal. Los axones de las AChNEs proyectan
Unicamente hacia las CCs del oido interno ipsilateral y los NMs de la LLA y LLP. Cada
neurona del OEN puede inervar una o varias de estas regiones al mismo tiempo, pero no se
ha demostrado hasta el momento la existencia de una neurona que inerve Unicamente al
oido interno. Cabe destacar que los blancos celulares de las NEs pertenecientes a los
diferentes sub-nucleos del OEN se superponen (Odstrcil, 2018). Observaciones hechas
sobre las NEs del rOEN muestran que se encuentran, mayoritariamente, direccionadas
sobre la LLA, lo que sugeriria una distribucién topografica en el rombencéfalo. Sin embargo,
el cOEN se encuentra igualmente distribuido entre la LLP y la LLA, lo que implica que no
hay una determinacion clara de la ubicacién de los NMs inervados a partir de la posicion de
los somas en el rombencéfalo, lo cual, a su vez, sugiere que los mecanismos eferentes

deben estar actuando de manera global. Sosteniendo esta teoria, existen reconstrucciones
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a partir de imagenes de microscopia electronica y marcaciones con proteinas fluorescentes
gue muestran que una uUnica NE contacta a todas las CCs dentro de un mismo NM,
independientemente de su polaridad (Bricaud et al., 2001; Dow et al., 2018; Faucherre et al.,
2009; Nagiel et al., 2008; Odstrcil, 2018; Zhang & Kindt, 2022).

Se ha demostrado en larvas del pez cebra que todas las AChNEs del OEN se activan
durante la actividad locomotora, independientemente de la posicién de su soma. Ademas,
la actividad en los diferentes sub-nucleos esta altamente correlacionada, lo cual indica que
el OEN puede considerarse un Unico nicleo en términos funcionales. El sistema eferente
colinérgico es fundamental para distinguir entre estimulos provenientes del medio, es decir,
exogenos y estimulos generados por el movimiento del propio organismo (Lunsford et al.,

2019; Odstrcil, 2018; Pichler & Lagnado, 2020).
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Figura 9: Inervacién eferente enNMsde la LLP en el pezcebra. (A) Diagrama representativo
en vista dorsal de una larva donde se observan las inervaciones tanto aferente como
eferentes de la LLP. El comienzo de la transmision de la sefial se da en los NMs, donde las
NAs llevan la informacién eléctrica al ganglio posterior (pLLg) de manera ascendente
(representado en rojo). El pez cebra posee dos nlcleos eferentes: 1- el nicleo diencefélico
eferente (DELL) (representado en magenta); 2- el nucleo octavolateral medial (OEN)
(representado enverde), que se subdivide en un nucleo caudal (cOEN)y unorostral (rOEN).
Las flechas negras muestran la direccidon de la transmision. (B) Sinapsis eferente e xcitatoria
proveniente del DELL. Los terminales eferentes liberan dopamina (DA) de manera paracrina
alas CCs, las cuales expresan elreceptor D1b enla presinapsis aferente. La activacién de los
receptores D1b bajaelumbralde la respuesta aferente, es decir, se produce un mayor influjo
de Ca?* por los canales Ca,1.3 y una mayor liberacién de glutamato a las NAs. (C) Sinapsis
eferente inhibitoria proveniente del OEN. Los terminales eferentes contactan las CCs y
liberan acetilcolina (ACh), la cual activa a los receptores colinérgicos nicotinicos (nAChRs) a9.
Tras la apertura delcanal a9 ingresa Ca%* y Na*, que, a su vez, despolarizaa la CC de manera
local y activa a los canales de K* Ca?-dependientes SK. El eflujo de K* conduce a la
hiperpolarizacidn de la CC, disminuyendo la sensibilidad al estimulo. (B-C) Imagen adaptada
de Plazas & Elgoyhen, 2021.

Neuronas eferentes dopaminérgicas del DELL

Las NEs del DELL tienen terminales dopaminérgicos que inervan la parte basal del NMs
donde se encuentran las células de soporte, sin hacer contacto directo con las CCs. Sin
embargo, existen receptores dopaminérgicos D1b que estan localizados junto a la ribbon en
la presinapsis de las CCs. De esta manera, la transmision sinaptica aferente es regulada por
estas neuronas de manera parécrina. Bajo el efecto de la DA sobre los receptores D1b, se
intensifica la transmision aferente desde las CCs al aumentar la actividad presinptica de
los canales Cav1.3, llevando la deteccion del estimulo a un umbral més bajo (Toro et al.,
2015) (Figura 9B). Aungue se ha demostrado que la actividad dopaminérgica se correlaciona
con la actividad motora (Jay et al., 2015), se desconoce aun cual es la funcién que cumple
esta inervaciéon sobre el sistema de LL. Se sugiere que una sensibilizacion del sistema
podria ayudar al animal a ser mas eficiente en su habilidad de caza o de escape ante la

posible amenaza de predadores.
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Neuronas eferentes colinérgicas del OEN

Por otro lado, el OEN esta formado por neuronas colinérgicas que proyectan sus axones
hacia la periferia y contactan directamente con las CCs (Dow et al., 2018). La sinapsis
eferente colinérgica en el pez cebra comparte similitudes moleculares, estructurales y
funcionales con aquella del oido interno de mamiferos. La sinapsis eferente colinérgica
olivococlear medial (MOC) sobre las CCE (y las CCI en el desarrollo) esta mediada por el
nNAChR a9a10 (Elgoyhen et al., 2001). El influjo de Ca?* a través de este receptor activa los
canales de K* Ca?"-dependientes SK2 (Dulon et al., 1998; Nenov et al., 1996; Nie et al.,
2004; Yamamoto et al., 1997).

En el pez cebra, se ha reportado la expresion del ARNm de la subunidad a9 en CCs de la
LL, pero no se ha encontrado expresion de la subunidad a10 (Carpaneto et al., 2021).
Ademas, experimentos de secuenciacion de ARNmM (ARNseq) revelaron que el
transcriptoma de las CCs de LL se encuentra enriquecido por la expresion de chrna9, gen
gue codifica a la subunidad a9 (Erickson & Nicolson, 2015; Lush et al., 2019; Matern et al.,
2018; Steiner et al., 2014). Estos resultados sugieren fuertemente que la sinapsis eferente
colinérgica en CCs de la LL esta mediada por el nAChR a9 homomeérico (Carpaneto et al.,
2021).

Estudios en sistemas heterdlogos han caracterizado las propiedades funcionales y
farmacoldgicas de los NnAChRs a9a10 y a9 homomérico. Los NAChRs a9a10 de mamiferos
presentan una modulaciéon por Ca?* extracelular bifasica: potenciacién a concentraciones
micromolares de este ion y un blogueo voltaje-dependiente a concentraciones milimolares
(Gomez-Casati et al., 2005; Weisstaub et al., 2002). Por el contrario, a9 homomeérico del pez
cebra no es modulado por Ca?* extracelular en concentraciones dentro del rango fisiologico
(Carpaneto et al, 2021). Ademas, una caracteristica global de los nAChRs es su capacidad
de desensibilizacion ante la exposicion prolongada a su agonista (Quick & Lester, 2002).

Recientemente, estudios electrofisiolégicos demostraron que los receptores nAChRs a9

35

——
| —



Introduccion

homomeéricos del pez cebra poseen mayor desensibilizacion con respecto a los de rata o
pollo (Carpaneto et al, 2021; Elgoyhen et al., 1994, Lipovsek et al., 2012).

Por ultimo, estudios farmacoldgicos con bloqueante de los canales SK, mostraron inhibir la
hiperpolarizacion generada por ACh en CCs de la LLP, sugiriendo que los canales SK1 o
SK2 estarian implicados en la respuesta inhibitoria de la sinapsis eferente en el pez cebra

(Carpaneto et al., 2021) (Figura 9C).

ACTIVIDAD ELECTRICA ESPONTANEA

Se ha puesto en evidencia un fenébmeno altamente ubicuo, que es la presencia de actividad
en multiples tipos celulares en ciertas ventanas del desarrollo del individuo y en ausencia
absoluta de estimulos. Dado esta caracteristica tan particular, que anteriormente se creia
era ruido causado por las mediciones, se llevo a conocer este fendmeno como actividad
eléctrica espontanea (AEE).

Hasta el dia de la fecha, se ha detectado AEE en el desarrollo de numerosos tipos celulares
no solo in vivo, sino también en cultivos celulares, tales como células musculares, células
de la glia, neuronas del hipocampo, hipotdlamo, talamo, cerebelo, corteza cerebral, espina
dorsal, asi como también en células y neuronas involucradas en circuitos sensoriales
(reviews: Feller, 1999; Leighton & Lohmann, 2016; Martini et al., 2018; Moody & Bosma,
2005; Swandula et al., 1990). Existen evidencias del papel que juega la actividad no
dependiente de estimulos en la maduracién celular y la formacién de las redes neuronales
(Blankenship & Feller, 2010). Previo a este descubrimiento, se creia que el desarrollo estaba
liderado puramente por programas genéticos y moleculares, los cuales guiaban el cableado
de los circuitos neuronales. Ademas de la presencia de cascadas de sefializacion molecular,
la AEE cumple un rol crucial en distintos procesos vinculados con el desarrollo como la
proliferacion, migracion, diferenciacion y sinaptogénesis, tanto en la fase embrionaria como

en la vida adulta (Goda & Davis, 2002; Luhmann et al., 2016; Weissman et al., 2004; Zito &

36

——
| —



Introduccion

Svoboda, 2002). La correcta formaciony ensamblado de los circuitos neuronales involucra
dos fases para las cuales la AEE es necesaria: comienza por una fase temprana, donde se
establece un primer cableado del sistema, que sigue con una fase posterior, durante la cual
se produce el refinamiento de esas conexiones nerviosas, denominado “pruning” (del inglés
“to prune” que significa “podar”).

Los potenciales de accion (PA) en respuesta a la excitacién neuronal pueden ser generados
por elevaciones transitorias de Na* 6 Ca?*. La AEE esta mayormente liderada por transientes
de Ca?* que dependen de la activacion de canales sensibles a las diferencias de voltaje. Sin
embargo, se han encontrado otro tipo de mecanismos involucrados en la generacion de
respuestas espontaneas de Ca?*, como receptores mecanosensoriales (activados por
estiramiento o tensién), receptores de la familia TRP (del inglés “transient receptor potential”)
y receptores ibnicos activados por ligando (como los receptores glutamatérgicos
ionotropicos NMDA) (Rosenberg & Spitzer, 2011; Wong & Grosh, 2002).

La especificidad en la sefalizacion mediada por Ca?* se confiere por sus caracteristicas
espaciales y temporales, siendo una etapa clave, el desarrollo temprano. Diferentes
patrones de actividad regulan una gran cantidad de aspectos distintos de la diferenciacion
neuronal incluyendo la activacion de factores de transcripcion especfficos y reordenamientos
del citoesqueleto. Los mecanismos que regulan la expresion y localizacion de los canales
permeables a Ca?* juegan un papel fundamental en la diferenciacion impulsada por este ion
y en la determinacion del subtipo celular. Se ha reportado que los patrones espontaneos de
Ca?* modulan la expresién de neurotransmisores. Este fendmeno se denomina
reespecificaciébn de neurotransmisores e implica inducir o eliminar la expresion de
neurotransmisores excitatorios o inhibitorios, o bien, cambiar la expresion de excitatorios a
inhibitorios y viceversa. Esta capacidad de cambio multidireccional permite que la
reespecificacién de neurotransmisores ejerza un efecto homeostatico y compensatorio
sobre los niveles de actividad dentro de los circuitos neuronales (Spitzer, 2012). Se ha
reportado que el incremento de la frecuencia de disparo de PA de Ca?" en neuronas

espinales de Xenopus, resulta en un incremento de neuronas GABAérgicas, aumentando la
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inhibicion del sistema, frente a una exacerbacion en la excitacion inclusive antes del periodo
sinaptogénico (Watt et al., 2000). De la misma manera, cuando se suprime la AEE en el
mismo sistema se observa un aumento en la proporcion de neuronas colinérgicas y
glutamatérgicas con respecto al total (Borodinsky et al., 2004).

Este balance entre excitacion e inhibicion neuronal durante el desarrollo es necesario no
solo para el correcto establecimiento de las conexiones, sino para el funcionamiento éptimo
de los sistemas. Hasta el dia de hoy, se siguen estudiando las consecuencias en el
desbalance de estos dos parametros, ya que hay afecciones, condiciones y enfermedades
humanas relacionadas con problemas en este balance durante el desarrollo como la
esquizofrenia, desérdenes del espectro autista, epilepsia, entre otras (Nelson & Valakh,

2015; Sears & Hewett, 2021; van Hugte et al., 2023).

Transientes rapidos v lentos

Existen dos tipos de transientes de Ca?*: los transientes rapidos (o “spikes”)y los lentos (o
“‘waves”) (Gu et al., 1994; Spitzer et al. 1994). Los transientes rapidos experimentan una
subida aguda en la concentracion de Ca?* intracelular, son generados por PA dependientes
del Ca?* que ingresa desde el medio extracelular, y potenciado por el eflujo de Ca?* desde
los reservorios intracelulares. La cinética de decaimiento de estas sefiales, medido con el
sensor de Ca?" Fura-2, esta representado por una estereotipada curvade doble exponencial,
suelen durar menos de 5 segundos y se propagan rapidamente a traves de la célula (Gu et
al. 1994). Por el contrario, los transientes lentos presentan una duracién ampliamente
variable (desde medio minuto hasta varios minutos, Figura 10). En células neuronales, los
transientes lentos de Ca?* ocurren en el somay enlos conos de crecimiento, y, generalmente
permanecen en el compartimento donde se generan. Las distintas transiciones de Ca?*
también tienen diferentes efectos en la diferenciacion neuronal. Los transientes rapidos
regulan la especificacion del tipo de neurotransmisor que producira la neurona, mientras que

los transientes lentos controlan la velocidad a la que crece el axén de la neurona. Esto indica
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qgue las caracteristicas espaciotemporales de la actividad espontanea de Ca?* pueden

proporcionar una especificidad funcional crucial para el desarrollo neuronal.

sy

B Spikes Spikes and Waves  200%
Waves (F/Fo)

Figura 10: Registros in vivo de las elevaciones transientes espontaneas de la concentracion
intracelular de Ca%* en neuronas espinales de Xenopus laevis en cultivo luego de 6-8 hs. (A)
Transientes rapidos (arriba) y lentos (abajo) marcado con flechas. El sensor de Ca?* utilizado
fue Fluo-3 y estd representado con una escala de pseudocolor donde colores mas claros
indican un valor alto y colores oscuros indican un valor bajo de concentraciéon de Ca?*. Barra
de escala: 25 um. (B) Registros de fluorescencia de elevacionesenla concentracién de Ca®* en
forma de picos (spikes), picos y olas (spikes and waves) y solo olas (waves) medidasa 0.2 Hz.
Imagen adaptadade Gu & Spitzer, 1994.

El establecimiento y la plasticidad de la morfologia de las dendritas representan aspectos
importantes de la diferenciacion neuronal. El crecimiento relativo y la ramificacion de los
arboles dendriticos y axonales influyen en el nUmero de conexiones sinapticas que una
neurona puede formar. La regulacion de la arborizacién dependiente actividad ha sido
descrita para numerosos subtipos neuronales y se reportd que la sefializacion mediada por
Ca?* estaimplicada en laregulacién de la plasticidad de los arboles axonales y el crecimiento

dendritico (Wong & Ghosh, 2002). Algunos estudios han demostrado el rol del glutamato y
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de los receptores NMDA, cuya apertura incrementa los niveles de Ca? intracelular y
promueven un aumento en la ramificacion dendritica tanto en neuronas de roedores como

de anfibios (Chevaleyre et al. 2002; Rajan & Cline, 1998).

Actividad espontanea en sistemas sensoriales

Con el fin de procesar los estimulos sensoriales externos con precision y coherencia, las
células y neuronas sensoriales deben estar conectadas y organizadas en redes funcionales
finamente establecidas. Durante una primera etapa del desarrollo, el ensamblado de estas
redes neuronales esta guiado por sefiales moleculares, y luego modulado por actividad
eléctrica, inclusive antes de que el sistema sensorial pueda detectar estimulos externos. La
ventana temporal donde se genera la AEE es crucial para el correcto desarrollo del sistema
a distintos niveles. Si bien la AEE en sistemas sensoriales se descubrid hace varias
décadas, las recientes tecnologias de imagenes en animales intactos facilitaron el estudio
in vivo de esta actividad.

El fendbmeno de AEE es propio de células inmaduras, es decir que lo observamos durante
el proceso de maduracion del sistema y suele reducirse con el tiempo, cuando los sistemas
comienzan a funcionar sensando estimulos del medio externo. Es ubicuo en multiples
sistemas sensoriales, exhibiendo distintas dinamicas de actividad lideradas por Ca?* y no
solo sobre neuronas sensoriales sino en las células sensoriales y no sensoriales. Se ha
registrado AEE en el sistema visual (retina y corteza) (Blankenship & Feller, 2011; Fredj et
al., 2010; Marachlian et al., 2018; Toborg & Feller, 2005), olfatorio (epitelio y corteza)
(Edwards et al., 2007; Yu et al., 2004), somatosensorial (corteza) (Khazipov et al., 2004;
Minlevaev et al., 2007), vestibular (utriculo) (Holman et al., 2019) y auditivo (cOclea y
corteza), (Clause et al., 2014; Johnson et al., 2013; Tritsch et al., 2007; Zhang et al., 2002).
En algunos sistemas comoel visual y el auditivo, se ha encontrado AEE coordinada en forma

de oleadas de Ca?* (Ackmanetal., 2012; Babola et al., 2018) que se transmiten entre células
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vecinas a través de canales gap (hemicanales de conexinas asociados entre dos células
vecinas) (Ceriani et al., 2019; Kandle & Katz, 1998). Por otro lado, también hay trabajos que
demuestran que, en algunos sistemas, los transientes de Ca?* se encuentran sincronizados
entre las células que la exhiben (Voufo et al., 2023), mientras que, en otros, la AEE esté

desincronizada o es aleatoria (Marcotti et al., 2003; Eckrich etal., 2018)

Sistema auditivo

Origen de la actividad espontanea en la coclea

Antes del comienzo de la audicion, las CCI de la céclea exhiben AEE generada por PA de
Ca?*, cuyos eventos tienen iniciacion en las células de soporte del érgano de Kolliker. Estas
células liberan ATP por su lado apical, activando al receptor purinérgico metabotropico P2Y 1
(P2ry1) de manera autocrina (Babola et al., 2020). La sefalizacion purinérgica extracelular
activa una cascada de transduccién canoénicaa través de los P2ry1, receptores acoplados a
proteina Gy, mediante la cual, la hidrélisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2),
dependiente de fosfolipasa C (PLC), genera el segundo mensajero inositol 1,4,5-trifosfato
(IPs) y diacilglicerol (DAG). IPs actlia sobre los reservorios intracelulares de Ca?* generando
un aumento transitorio en las concentraciones de Ca?* intracelular (Berridge et al., 2003;
Ceriani et al., 2016). El Ca?" y el IPs difunde por la célula de soporte y hacia células de
soporte vecinas por medio de uniones gap, transmitiendo asi, la sefial en forma de oleada.
Por otro lado, la despolarizacién de las células de soporte resulta en la activacion de los
canales de cloro (Cl) TMEM16a y el eflujo de este ion al medio extracelular basolateral.
Acompafiando al Cl, agua y K* tienden a salir de la célula para preservar el balance
osmaético, generando en ella un encogimiento. Elincremento extracelular en la concentracion
de K* despolariza a las CCl, desencadenando la liberacion de glutamato y generando PA en
las neuronas del ganglio espiral (NGE) (Babola et al., 2018; Wang et al., 2015), las cuales

integran el nervio aferente auditivo encargado de transmitir la informacién ala primera zona
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de relevo en el tallo cerebral. Las CCl tienen la capacidad de disparar PA de Ca?* (también
llamados picos de Ca?*) antes del comienzo de la audicién, cuya cinética es mas lenta que
los PA convencionales generados por la entrada de Na*. Estos PA de Ca?* estan mediados
principalmente por los canales Cav1.3 (Brandt et al., 2003; Eckrich et al., 2018).

Por otro lado, existe una modulacion mediada por el receptor purinérgico ionotrépico P2X
(P2rx). Las CCs de la cOclea expresan 3 tipos de P2rx: P2rxz, P2rxsy P2rxz (Housley et al.,
1999; Nikolic et al., 2003; Vlajkovic & Throne, 2022). Si bien atiin no es del todo claro el papel
gue juega la sefializacion de ATP sobre las CCl durante el desarrollo, se ha reportado que
produce efectos diferentes sobre las CCs dependiendo de su concentracién. Por un lado, se
plantea que los P2rx2 se encuentran en la proximidad de los estereocilios, y son activados
por concentraciones micromolares de ATP, causando la despolarizacion de la CCl (Housley
et al., 1999). Por otro lado, los P2rxs son activados por concentraciones nanomolares de
ATP, se encontrarian acoplados a canales SK2 en la zona basal de las CCly conducirian a
una hiperpolarizacion (Johnson et al., 2011). Vale la pena destacar que los canales SK2
también estan acoplados a los nAChRs a9a10. Su activacion por fibras eferentes MOC,
durante el desarrollo, conduce a la apertura de los canales SK2, y la consiguiente
hiperpolarizacion de las CCl a través de la salida de K*, modulando el patron de descarga
de PA en las NGE. Por lo tanto, se cree que el ATP podria estar actuando sinérgicamente
con ACh modulando las corrientes de los SK2 (Jovanovich & Milenkovic, 2020; Vlajkovic &

Throne, 2022).

Actividad espontanea en las neuronas del ganglio espiral

Antes del comienzo de la audicion, las vesiculas sinapticas liberadas espontaneamente por
las CCIl impactan sobre receptores glutamatérgicos de tipo AMPA/kainato, provocando una
respuesta de tipo excitatoria sobre las NGE (Glowatzki & Fuchs, 2002). Ademas, las NGE
también muestran presencia del receptor glutamatérgico NMDA en los arboles dendriticos

(Zhang-Hooks et al., 2016). Luego de la liberacion espontanea de vesiculas por parte de las
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CCl, los receptores NMDA en la postsinapsis se activan permitiendo el influjo de Ca?* a los
terminales dendriticos, actuando como un mecanismo de amplificacion que prolonga las
corrientes postsinapticas, intensifica la respuesta y permite una tasa de alta frecuencia de
PArio abajo. El bloqueo farmacolégico del receptor NMDA resulta en una disminucion de la
sobrevida de las NGE, evidenciando que la AEE actta sobre la maduracion de los terminales
postsinapticos antes del comienzo de la audicion (Zhang-Hooks et al., 2016). La actividad
generada por las células de la periferia, se propaga como PA a través del nervio auditivo al
resto del sistema, siendo esta actividad, anulada al remover la coclea (Tritsch et al., 2010).
Cambios en el patron temporal de la AEE resulta en una alteracién en los mapas tonotopicos

(Clause et al., 2014; Kandle et al., 2009).

Modulacién de las neuronas eferentes colinérgicas sobre las células ciliadas

En mamiferos, durante el desarrollo, existen contactos sinapticos eferentes MOC,
modulando la actividad a nivel de las CCI, que desaparecen luego del comienzo de la
audiciéon. La descarga eferente colinérgica es de caracter inhibitorio y desencadena la
hiperpolarizacién de las CCI, lo que reduce el disparo de PA de Ca?* (Glowatzki & Fuchs,
2000). La inhibicion es lo suficientemente robusta que, si la sefalizacion colinérgica es
prolongada y de alta frecuencia, podrian suprimir en su totalidad la generacion de los PA de
Ca?* (Goutman et al., 2005). La inhibicién del nAChR a9a10 en cdcleas aisladas induce un
aumento en el patrén de disparo de las CCI provocando una rafaga sostenida (o burst) de
actividad (Johnson et al., 2011), lo que sugiere que los eferentes colinérgicos pueden
mantener altas tasas de liberaciéon incluso cuando estdn separados de sus cuerpos

celulares.
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Sistemade linea lateral del pezcebra

Recientemente, se comenz6 a estudiar la AEE exhibida por el sistema de LL del pez cebra.
Como se mencioné anteriormente, la LL del pez cebra guarda similitudes estructurales,
moleculares y funcionales con el oido interno y aparato vestibular de mamiferos debido a
gue se encuentran relacionados evolutivamente. Como en todo sistema sensorial conocido,
fue esperable encontrar presencia de transientes espontdneos en el desarrollo de este

sistema sensorial.

Neuronas aferentes

Las NAsde la LL del pez cebra exhiben AEE en estadios tempranos del desarrollo. Al igual
gue en el aparato auditivo y vestibular de mamiferos, esta actividad no es generada
intrinsecamente dentro de las neuronas, sino que es el resultado de la liberacion espontanea
de glutamato desde las CCs (Keen & Hudspeth, 2006; Moser & Beutner, 2000). Registros
electrofisiologicos en el pLLg a 5y 6 dpf, revelaron la presencia de rafagas de PA, los cuales
son completamente silenciados al bloquear farmacolégicamente las diferentes corrientes
gue participan de la despolarizacion de las CCs. Se observo el mismo efecto en animales
con mutaciones de pérdida de funcion para el transportador de glutamato Vglut3 y para los
canales Cav1.3 (Trapani & Nicolson, 2011). Esto se realizé en un estadio maduro de la LL,
cuando los animales muestran comportamientos indicativos de o6rganos auditivos,
vestibulares y de la LL funcionalmente activos (Kimmel et al., 1974; Obholzer et al., 2008;
Zeddies & Fay, 2005). Estos resultados evidenciaron que la sinapsis aferente entre las CCs
y las NAs es necesaria para la generacion de AEE en el pLLg. En particular, se ha
demostrado que cuando se aumenta el tamafio de la estructura ribbon por sobreexpresion
de la proteina Ribeye, se detecta una menor cantidad de canales Cav1.3 reclutados, menor
liberacion de vesiculas y, en consecuencia, una disminucién en la tasa de PA en las NAs

(Sheets et al., 2017).
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Durante el desarrollo, el pLLg estd compuesto por aproximadamente 50 somas de diferentes
tamafios (Figura 7D). Por un lado, tenemos somas grandes, correspondientes a NAs de
nacimiento temprano y, por otro lado, somas de formacion mas reciente que son mas
pequefios (Pujol-Marti et al., 2010). Se ha reportado que existe una relacion inversa entre el

tamafio del somay la tasa de disparo de PA espontaneos (Liao & Haehnel, 2012).

Células ciliadas y células de soporte

Debido a la dificultad que implica realizar registros electrofisioldgicos en CCs y células de
soporte de la LL, estos transientes de Ca?* suelen estudiarse a través de protocolos de
adquisiciones de imagenes. A lo largo de los afios, no solo se han desarrollado herramientas
moleculares que facilitan el sensado del ion Ca?*, sino que también, se generaron nuevas
tecnologias de microscopia de fluorescencia que permiten, de manera cada vez mas
eficiente, acotar el estudio de dichas moléculas sensoras espacial y temporalmente.
Trabajos recientes reportaron que las CCs en desarrollo exhiben transientes espontaneos
de Ca?* dependientes de los canales Cav1.3 a los 2-3 y 6 dpf (Zhang et al., 2018). Dicha
actividad es necesaria para el establecimiento de la maquinaria presinaptica. Las
mitocondrias aledafias a las estructuras ribbon actian como reservorios de Ca?
intracelulares, y el influjo y eflujo de Ca?" mitocondrial jugaria un rol crucial en el
establecimiento de la presinapsis. Se ha propuesto que la ribbon podria estar actuando
como un biosensor del metabolismo, ya que alteraciones en el metabolismo de 6xido-
reduccion de NAD*/NADH resulta en cambios en el tamafio y funcién de las estructuras
presinapticas (Wong et al., 2019).

Dentro del NM, las CCs no son el Unico tipo celular que exhibe transientes de Ca?*
espontaneos. Un trabajo reciente report6 la existencia de fluctuaciones espontaneas de Ca?*
durante el desarrollo en las células de soporte del NM y en terminales de las AChNEs que
contactan a las CCs (Zhang & Kindt, 2022). La magnitud y frecuenciade los eventos de AEE

de las CCsson mayores a los 3 dpf, cuando las células se encuentran inmaduras, que a los
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6 dpf, cuando las CCs maduran. No se encontré una correlacion temporal entre los eventos
expresados por las diferentes CCs dentro del mismo NM. Por el contrario, los eventos de
AEE detectados en las células de soporte exhiben los mismos parametros de magnitud y
frecuenciaa 3 y a 6 dpf, sin observar una disminucién en conjunto con la maduracion del
NM. Ademas, se observé un patron de sincronizacion temporal parcial, donde algunos
eventos estan coordinados en varias células de soporte vecinas, mientras que otros eventos
son propios de las distintas células. Las células de soporte estan acopladas eléctricamente
a través de uniones gap y se cree que podrian estar participando de la sincronizacion parcial
(Wong et al., 2018). De manera similar a lo que sucede en las células de soporte del 6rgano
de Kolliker en la céclea, los transientes de Ca?* de las células de soporte del NM se originan
debido a una sefializacion mediada por ATP a través del receptor purinérgico P2ry1. En dicha
sefializaciébn esta involucrado el reticulo endoplasmatico que participa liberando y
recaptando Ca?* del citoplasma, funcionando como un reservorio de Ca?". Se cree,
entonces, que la sefializacion purinérgica tiene como consecuencia la liberacion del Ca?* de
los reservorios intracelulares, la difusion de dicho Ca?* hacia las células de soporte vecinas,
sincronizando la actividad. Sin embargo, el bloqueo de la sefializaciéon purinérgica mediada
por P2ry: a 3 dpf, no produce cambios en los patrones de AEE sobre CCs (Zhang & Kindt,

2022).

Neuronas eferentes colinérgicas

A los 3 dpf, los terminales de las AChNEs que contactan a un NM exhiben AEE mediada por
Ca?" y se encuentran altamente sincronizados. La magnitud y frecuencia de estos eventos
se reduce a los 6 dpf. En el estadio inmaduro no hay correlacion alguna entre los patrones
de AEE de los terminales eferentes y las CCs, evidenciando que a 3 dpf, no habria una
modulacion eferente de la AEE de las CCs. Trabajos recientes han demostrado que en
larvas maduras del pez cebra, durante el nado, los eferentes colinérgicos se activan

sincrénicamente con las neuronas motoras de la médula espinal (Lunsford et al., 2019;
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Pichler & Lagnado, 2020). Por lo tanto, se cree que, durante el desarrollo, la actividad
espontanea de los eferentes colinérgicos puede estar sincronizada con la actividad de las
neuronas motoras espinales ya que, durante el desarrollo de la médula espinal, se establece
el generador de patrones centrales (GPC) para crear los ritmos oscilatorios necesarios para

la locomocion (Grillner et al., 1998).
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OBJETIVOS

De acuerdo a la informacion presentada sobre el sistema de LLP y su semejanza con los
sistemas auditivo y vestibular de mamifero, este proyecto tiene por objetivo general entender
como la AEE afecta el ensamblado de los circuitos sensoriales en desarrollo. Los objetivos
especificos tienen como finalidad: 1- entender el rol de la AEE en el establecimiento de la
inervacion aferente de la LL del pez cebra y elucidar los procesos celulares que subyacen a
dicho fendmeno, y 2- caracterizar los patrones de AEE generados por las CCs durante el
ensamblado de la via aferente de la LL.

Obijetivos particulares - Capitulo 1:

> Realizar una caracterizacion morfométrica de las neuronas aferentes de la
linea lateral del pez cebra en dos estadios representativos del desarrollo.

> Estudiar las consecuencias del silenciamiento de neuronas aferentes Unicas de

la linea lateral a nivel morfol6gico sobre el cerebro medio.

> Analizar las consecuencias del silenciamiento de neuronas aferentes sobre la

dinAmica de crecimiento de arboles axonales en desarrollo.

Objetivos particulares - Capitulo 2:

> Realizar una caracterizacion de los patrones de actividad eléctrica espontanea
en las células ciliadas del neuromasto a lo largo del desarrollo.

> Estudiar la modulacién mediada por las neuronas eferentes colinérgicas sobre
la actividad eléctrica espontanea expresada por las células ciliadas del
neuromasto.

> Estudiar la modulacién mediada por la sefializacion purinérgica sobre la
actividad eléctrica espontanea expresada por las células ciliadas del

neuromasto.

48

——
| —



CAPITULO 1: Rol de la actividad eléctrica
espontaneaen el establecimientode las
proyecciones axonales centrales de las neuronas
aferentesde lalinealateral
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Capfitulo 1—Materiales y Métodos

Materiales y Métodos

Mantenimiento del acuario v cria de animales

Esta tesis fue realizada utilizando como modelo de estudio al pez cebra (Danio rerio).
Nuestro laboratorio cuenta con un acuario propio, mantenido en condiciones estandares,
tanto del ambiente como de la composicion y calidad del agua donde crecen los animales,
segun lo indicado en The Zebrafish Book (Westerfield, 1995). El ciclo de luz-oscuridad se
regula automaticamente, siendo este de 14 y 10 horas, respectivamente. La temperatura del
ambiente varia en un rango de entre 24 y 26 °C.

El acuario consta de dos racks, cada uno con un sistema cerrado de circulacion de agua,
con 16 y 12 peceras, respectivamente, donde habitan animales salvajes (wild-type, WT) de
la cepa AB y de distintas lineas transgénicas. La temperatura del agua varia entre los 25y
27 °Cy el pH del agua es considerado 6ptimo en un valor de entre 8.4 y 8.6. La composicion
del agua es crucial para el crecimiento y calidad de vida de los animales. Es por ello que
cada rack cuenta con un filtro biolégico que impide que los niveles de amonio se eleven a
valores toxicos para los peces. Ademas, llevamos un registro de la concentracion de
desechos de nitrogeno acumulados en forma de nitritos (NO2") y amonio (NH4*/NHs), siendo
lo esperable encontrar una concentracion de NO2 < 0.3 mg/l y de NH4*/NHs < 0.25 mgl/l.
También cuenta con un sistema de filtracion de agua a través del proceso de 6smosis
inversa. Este agua es utilizada para el mantenimiento de las peceras, la puesta de huevos
para experimentos y mantencion de lineas, y la crianza de larvas en pequefios contenedores

dentro del mismo cuarto.

Animales

Para la realizacion de los experimentos de este capitulo se utilizaron animales salvajes (wild-
type, WT) de la cepa AB.

Obtencién vy cria de embriones

Para la obtencion de embriones, el método de cruza utilizado en esta tesis fue natural,
involucrando el desove de ovocitos de las hembras seguido por la liberacion de los
espermatozoides de los machos, luego de una estereotipada danza de cortejo. Este proceso
se realiz6 siempre por la mafiana para maximizar la probabilidad de puesta.
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La preparacion de los animales se realizo el dia anterior a la cruza para que el animal se
habitie y reduzca el estrés provocado por el cambio de ambiente. Los animales fueron
atrapados mediante una red, removidos de sus peceras y reubicados en contenedores de
acrilico especiales para cruzas, los cuales estaban provistos con un segundo contenedor de
acrilico con un patrén de rendijas paralelas para la deposicion de los ovocitos en el fondo
del recipiente. Machosy hembras fueron separados por un divisor transparente con el fin de
controlar los tiempos de fecundacién de los embriones.

Al inicio de los experimentos, el divisor transparente fue removido y los peces comenzaron
el cortejo y posterior puesta. Los embriones fueron recolectados entre los 5 y 15 minutos
luego del desove mediante la remocion de agua, lavados con agua filtrada para eliminar
desechos, y mantenidos en placas de Petri de 15 ml con medio E3 (en mM: NaCl 5, KCI
0.17, CaClz 0.33, MgSOs4 0.33, pH 7.2) a 28°C (Westerfield, 2000). A las 24 hpf se
removieron los embriones muertos y se agreg6 al medio E3 n-feniltiourea (PTU) 0.2 mM,

para prevenir la formacion de pigmento en las larvas (Karlsson et al., 2001).

Plasmidos

Para el abordaje experimental de esta tesis, realizamos microinyecciones de ADN
plasmidicos de diferentes construcciones. Para dirigir la expresion de genes alas NAs de la
LL utilizamos la construccion hsp70:gal4VP16-SILL (Pujol-Marti et al., 2012). Hsp70 es un
promotor constitutivo altamente conservado ya que esta implicado en hidrdlisis de ATP,
plegamiento y degradacion de proteinas. Rio abajo posee una secuencia que codifica a la
proteina GAL4 fusionada a VP16, que es un dominio de transactivacion procedente del virus
del herpes simplex (Sadowski et al., 1988) que actia como potenciador de la transcripcion.
Gal4 es un gen gque codifica al factor de transcripcion GAL4 que reconoce al promotor
constitutivo UAS (por sus siglas en inglés “upstream activation sequence”). La especificidad
de expresion esta dada por la secuencia SILL (por sus siglas en inglés “sensory innervation
of lateral line”), que es un enhancer especffico de NAsde la LL (Fauchere et al., 2009). Para
todos los tratamientos, hsp70:gal4VP16-SILL fue inyectado junto con pldsmidos que
contienen la secuencia UAS.

Pararevelar el fenotipo WT de las neuronas aferentes se utilizé la construccion UAS:DsRed,
gue codifica a la proteina fluorescente roja DsRed, lo cual nos permiti6 observar la
morfologia de las proyecciones axonales centrales de las NAs de la LL. Para el
silenciamiento de la actividad eléctrica, se utilizé6 un pldsmido conteniendo el doble cassette
UAS:DsRed::UAS:hKir2.1, que codifica a la proteina DsRed y al canal de potasio humano

hKir2.1. Esta reportado que la sobreexpresion de dicho canal suprime la actividad eléctrica
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de las neuronas al aumentar el umbral de excitabilidad, desplazando el potencial de reposo
de la célula a valores mas negativos (Johns et al., 1999). Como control, se utiliz6 la
construccién UAS:DsRed::UAS:hKir2.1mut, que codifica al mismo canal de potasio hKir.2.1
pero con pérdida de funcion debido una mutacion en el motivo GYG — AAA (Burrone et al.,
2002; Plazas et al., 2013).

A los 3 dpf se seleccionaron las larvas que expresaron DsRed en NAs Unicas de la LL, bajo
una lupa de epifluorescencia (MZ10F, Leica). Las larvas positivas fueron mantenidas a 28°C
hasta el momento de la adquisicién de imagenes.

Microinyecciones de ADN plasmidico en estadio de 1-célula

Las microinyecciones se realizaron en el estadio embrionario de 1-célula, en la primera
media hora luego de la fecundacion. Los embriones fecundados se colocaron en una placa
de Petri preparada con anterioridad, la cual contenia un piso de agarosa 3% en forma de
canales de 1 mm de ancho donde los embriones se depositaron en filay quedaron retenidos
para el momento de la inyeccion.

Todas las inyecciones fueron puestas a punto minimizando la masa de ADN plasmidico
introducido en el embrién, con el fin de obtener al menos una neurona marcada con DsRed,
y maximizando la viabilidad de los embriones. La concentracién éptima obtenida fue de 10
ng/ul para cada una de las construcciones en la solucion final de inyeccion.

El microinyector utilizado fue WPI PV830, el cual esta unido, por un extremo, a un tubo con
nitrégeno gaseoso, el cual realiza presion positiva de forma regulada, y, por el otro extremo,
a un micromanipulador (Narishige MN-153) donde se le coloca una pipeta de vidrio cerrada
cargada con la solucion a inyectar. Las pipetas de vidrio fueron estiradas el dia de inyeccion
con un puller (Narishige PC-10) a partir de capilares de borosilicato de 1.0 mm OD x 0.75
mm ID (FHC, Bowdoin, ME USA). Antes de cada inyeccion se rompio la punta de la pipeta
con una pinza y se descargo liquido dentro de una gota de aceite mineral sobre un vidrio de
calibraciéon graduado con una resoluciéon espacial de 0.01 mm bajo una lupa (EZ4, Leica).
La calibracion de la gota de inyeccion se realizé en referencia a una curva de calibracion de
volumen de liquido conocido en funcion del didmetro de la gota. El volumen 6ptimo de
inyeccion fue de 1.5 nl para todos los casos. De esta manera, la masa de cada uno de los
plasmidos inyectados fue aproximadamente de 15 pg.

Luego de ser inyectados, los embriones se mantuvieron en medio E3 a 28°C. 24 horas post
inyeccion se removieron los embriones muertos, y los restantes se mantuvieron en medio
E3 PTU a 28°C hasta el dia de registro.
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Preparacion de las larvas para la adquisicion de imagenes

El dia de la adquisicion de imagenes, larvas de 3 6 5 dpf fueron anestesiadas con
metasulfonato de tricaina 0,02% (MS-222, Sigma, St. Louis, MO) en E3, embebidas en
agarosa de bajo punto de fusion al 1% y colocadas sobre un cubreobjetos con el saco vitelino
hacia arriba. La tricaina es un derivado de la benzocaina, que bloquea los canales de Na*
dependientes de voltaje, inhibiendo el disparo de PA a nivel global. Una vez que la agarosa
se solidifico, el cubreobjetos conteniendo a las larvas se coloc6 dentro de una camara de
registro, quedando las larvas con su lado dorsal hacia arriba. La tricaina fue removiday la
adquisicion de imagenes se realiz6 en E3 para minimizar posibles interferencias con la

actividad eléctrica del sistema a estudiar.

Adqguisicion de imagenes in vivo (live-imaging) v estudio de la

dinamica de crecimiento axonal (time-lapse imaginq)

Para el estudio in vivo de la morfologia de las arborizaciones axonales centrales de las NAs,
se adquirieron imagenes en un microscopio confocal (TCS SPE, Leica), con un objetivo de
inmersion en agua de 40X y NA = 0.8. La configuracion de adquisicion se establecio
mediante el software LAS X (Leica Application Suite X) y el eje X,Y,Z se fij6 con una
profundidad de intensidad de fluorescencia de 8 bits. Se iluminé la cabeza de la larva desde
su lado dorsal con un laser de una longitud de onda (A) de 532 nm y se tomaron imagenes
seriadas cada 2 ym a lo largo del eje dorsoventral de la proyeccién central, detectando un
espectro de emision entre A = 560 y A = 600 nm. La resolucién de cada imagen fue de 512
x 512 pixeles.

Para el estudio in vivo de la dinamica de crecimiento de la proyeccion axonal central, se
realizd un seguimiento en el tiempo de la neurona en estudio (time-lapse imaging): se
adquirié una serie de imagenes cada 2 uym a lo largo del eje dorsoventral de la proyeccion
central, cada 5 minutos durante 1 hora de registro.
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Metodologia para el analisis de imagenes

Andlisis morfométrico de las proyecciones centrales de
neuronas aferentesdela linea lateral

Las iméagenes de fluorescencia fueron procesadas utilizando la distribucion FI1JI del software
ImageJ (Rueden et al., 2017; Schindelin et al., 2012).

Se realiz6 una proyeccion en el eje dorso-ventral, sumando los valores de fluorescencia de
cada pixel de todas las imagenes consecutivas en una sola imagen bidimensional como

muestra la Figura 11.

A Dorsal (Z)

Anterior (Y) Derecha (X)

Anterior (Y)A/——bDerecha (X)

Proyeccién en Z

Figura 11: Representacién de laadquisicion realizada para elandlisis de la morfologia de las
proyecciones centrales aferentes, siendo (A) una secuencia espacial tridimensional en el eje
dorsoventral (Z-stack) y (B) la sumatoria de la fluorescencia de A resultando en una sola
imagen bidimensional (ProyeccidonenZ).

Para obtener un trazo representativo del esqueleto neuronal, se realiz6 un trazado
semiautomatico de la fluorescencia con el plugin NeuronJ (Meijering et al., 2004) a partir de
la proyeccion en Z (Figura 12A). Se procedié a discriminar el axon central del arbol axonal y
dichos grupos se estudiaron por separado (Figura 12B). El ax6n central se extiende desde
el pLLg, y, una vez en el cerebro medio, se bifurca en dos ramas: una anterior (o larga) y
otra posterior (o corta). ElI fragmento intermedio entre el ganglio y su bifurcacién no se
estudiara en esta tesis (Figura 12B). Los trazos del arbol axonal se realizaron en forma
independiente (un trazo para cada rama) comenzando desde el axdn central y terminando
donde la linea de fluorescencia visualizada desaparece o se bifurca, marcando, de esta

manera, ramas de forma individual.
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Para este andlisis, se determind la longitud total de la proyeccion central axonal como la
suma de la longitud del axon central més la longitud de todas las ramas del arbol axonal.
Para estudiar la complejidad del arbol axonal, las ramas se clasificaron en primarias o
secundarias, segun se muestra en la Figura 12C. Se contabiliz6 el nimero total de ramas
de cada tipo, y se determiné la cantidad de ramas secundarias surgidas a partir de cada
rama primaria. Por ultimo, se determin0 el area de cobertura sobre el cerebro medio. Para
ello, se unio6 con lineas rectas los extremos de cada rama del arbol axonal y se midio el area
de la figura emergente (Figura 12D).

>
9y
il
@)
G

I Derecha (X) #%e AxOn central Ramificaciones: e Area
Anterior (Y) #%e Arbol axonal e Primarias
#%e Secundarias

Figura 12: (A) Proyeccion axonal central de una NA de la LL. (B) Categorizacién de la
proyeccidon central discriminando el axén central (negro) del arbol axonal (magenta). (C)
Trazos utilizados para el analisis de la complejidad delarbolaxonal, donde se distinguen las
ramas primarias (azul) y secundarias (verde). El motivo rayado en B y C representa el
fragmento delaxdn aferente, precedenteala bifurcacion, que nofue incluido en elanalisis.
(D) Poligono que delimita el area de coberturasobre el cerebro medio (linea punteada).

Andlisisde la dindmicade crecimiento dela proyeccion central

Aprovechando las capacidades del plugin NeuronJd, el cual permite modificar el esqueleto
neuronal luego de haberlo establecido, decidimos utilizarlo, también, para estudiar la
dindmica de crecimiento de la proyeccién central. El seguimiento de cada NA en el tiempo
consistié en la adquisicién de 13 series de imégenes, tal como se indicd anteriormente,
tomadas cada 5 minutos durante 1 hora. El trazado del esqueleto completo se hizo por Unica
vez sobre la primera imagen bidimensional de la proyeccion axonal central correspondiente
al inicio de la adquisicién (to). En los tiempos subsiguientes (t1 a ti2), cada imagen

bidimensional adquirida se utiliz6 para modificar el esqueleto de la adquisicién anterior,
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hasta completar la totalidad de imagenes. Las modificaciones sobre las proyecciones
axonales centrales fueron determinadas superponiendo el trazo de t» sobre la imagen tn+.
Para detectar los eventos de motilidad se alargé o acorté las longitudes desde las puntas de
las ramas del arbol axonal de tn, de manera que coincidan con la imagen adquirida a tn+1. Se
detectaron movimientos de elongacion y retraccion de ramas (como estiramientos y
acortamientos de los trazos, respectivamente), asi como las formacionesy eliminaciones
(como trazos nuevos y trazos de valor 0, respectivamente) como muestra la Figura 13.

Se determinaron los siguientes parametros: longitud del axén central y del arbol axonal,
longitud de ramas individuales, motilidad total del &rbol axonal (calculado como la sumatoria
de las distancias recorridas por la punta de cada rama del arbol axonal), tasas de formacion,
eliminacion, elongacion y retraccion de ramas (calculadas como el numero de eventos
ocurridos a lo largo de 1 hora de registro). Debido a la gran variabilidad que existe entre las
longitudes de las proyecciones analizadas, para comparar los parametros descritos
anteriormente, se normalizé cada valor por la longitud de dicho arbol en to.

Para estudiar la estabilidad de los arboles axonales, se determind el porcentaje de ramas
consistentes (aquellas en las cuales no se detectan eventos de elongacion o retraccion) y el
porcentaje de ramas persistentes (aquellas que, independientemente de sus movimientos,
se pueden observar durante toda la hora de registro). Ademas, se determiné el tiempo de
vida de aquellas ramas provenientes de eventos de formacion ocurridos durante los primeros

40 minutos de registro, cuantificando el tiempo transcurrido hasta su eliminacion.

................
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Figura 13: Panelizquierdo: esquema representativo de la proyeccién central de unaNA a5
dpf, desde una vista dorsal. Panel central: acercamiento de la rama anterior de la NA a un
tiempo determinado (tn) donde se observan las ramas del arbol axonal. Panel derecho:
misma neurona registrada 5 minutos después (tn+1). Las flechas de colores indican la
categoria del evento de motilidad detectado (de arriba hacia abajo): elongaciéon (magenta),
retraccion (cian), formacién (rojo) y eliminacién (verde).

Determinacion de varicosidades

Se determind, de manera indirecta, el nUmero de contactos sindpticos aferentes a partir de
la cuantificacion de varicosidades presentes en la proyeccion axonal central de larvas de 5
dpf. La identificacion de las varicosidades se realizd sobre las proyecciones en Z de cada
neurona, identificando los engrosamientos de la membrana (puntos donde se acumula la
proteina DsRed y, por lo tanto, tienen mayor intensidad de fluorescencia). Las adquisiciones
donde no se pudo identificar correctamente dichas varicosidades fueron descartadas del
andlisis. Utilizando los trazos neuronales anteriormente descritos, se discriminaron las
varicosidades que se encontraban sobre el axén central, el arbol axonal y la porcion terminal
de cada rama. Los valores obtenidos fueron normalizados dividiéndolos por la longitud del

trazo de referencia correspondiente.

Unidades experimentales y analisis estadistico

Para el estudio de las proyecciones axonales centrales se registrd una neurona por individuo
en todos los casos. La caracterizacion morfométrica de los arboles axonales se realizo
utilizando un Nwrsdpt= 14, Nkiradpt= 16, Nwrsdpi= 16, Nkirsdpr= 25 Y Nkirmsdpr= 12 neuronas. El
estudio de dinamica de crecimiento del arbol axonal contd con un Nwrsdpt= 8, Nkiradpi= 5,
Nwsdpi= 6, Nkirsdpt= 9 Y Nkirmsdpt= 9 neuronas. La determinacion de varicosidades se realizd
a partir de un Nwrsdpi= 18, Nkirsdpi= 24 Y Nkirmsapr= 12 neuronas.

Para los célculos estadisticos y gréaficos se utilizaron los programas Microsoft Excel,
GraphPad 8 y la interfaz de desarrollo integrado Spyder (Python 3.7) del paquete de
distribucion Anaconda3. La determinacion de normalidad fue realizada mediante el test de
Shapiro-Wilks evaluando cada tratamiento por separado si los grupos tenian N > 6, o sobre
los residuos de los tratamientos en conjunto, utilizando un cédigo personalizado escrito en
lenguaje Python utilizando las librerias pandas y numpy (McKinney, 2010; Walt et al., 2011),
si al menos un grupo poseia un N < 6. El estudio de varianza se realiz6 con el test de Fisher

o el test de Levene. Se utilizaron pruebas paramétricas o no paramétricas dependiendo del

57

——
| —



Capfitulo 1—Materiales y Métodos

resultado del test de normalidad y varianza: test de t o test de Mann-Whitney para
comparacion entre 2 grupos; y ANOVA de una via o test de Kruskal-Wallis para la
comparacion de 3 6 mas grupos. Para el andlisis de comparaciones multiples de 3 o mas
grupos se utilizaron el test de Tukey post hoc y el test de Dunn post hoc para el analisis
paramétrico y no paramétrico, respectivamente. La comparacion de la complejidad del arbol
axonal se realizo a partir de pruebas de Chi cuadrado. Las tasas de elongacion, retraccion,
los tiempos de vida de las ramas axonales nuevasy las longitudes promedio por rama fueron
cuantificados utilizando cdédigos personalizados en Python.

La significancia estadistica se reporta en todos los casos con un a < 0.05.

58

——
| —



Capfitulo 1—Resultados

Resultados

Caracterizacion morfomeétrica de neuronas aferentes de la LL

en desarrollo que sobreexpresan el canal de potasio hKir 2.1

Nuestro objetivo es determinar el rol de la AEE en el desarrollo de las NAs de la LLP. Para
ello, se optd por realizar un abordaje experimental basado en el silenciamiento de NAs
Unicas mediante la expresion exégena del canal de potasio humano Kir2.1 (hKir2.1), que ha
demostrado ser una potente herramienta para reducir la excitabilidad neuronal (Burrone et
al., 2002). Estudiamos in vivo el establecimiento de los arboles axonales de las NAs que
inervan el cerebro medio del pez, a partir de la expresion estocastica de la proteina
fluorescente DsRed y del canal hKir2.1. Como resultado obtuvimos embriones con NAs
Unicas silenciadas y marcadas con DsRed. Realizamos un andlisis estructural detallado de
los arboles axonales centrales in vivo adquiriendo imagenes en un microscopio confocal.
Todos los registros sobre las NAs fueron adquiridos en vista dorsal sobre la cabeza del pez
tal como muestra la Figura 14A. Esto nos permitié estudiar la proyeccion axonal central que
inerva areas superiores de procesamiento en el cerebro medio (Figura 14B).

Decidimos realizar nuestro andlisis en dos estadios distintos del desarrollo del sistema
aferente. Por un lado, analizamos el fenotipo de las NAs a los 3 dpf, cuando adn el sistema
de la LL se encuentra inmaduro, y, por otro lado, a los 5 dpf, cuando el sistema se encuentra
funcional, con neuronas establecidas en la periferia. Se procedié a analizar el fenotipo

morfométrico de las neuronas salvajes (WT) y silenciadas (KIR) para ambos estadios.
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A

Proyeccion
central

Ganglio
posterior

Proyeccion
central

Figura 14: (A) Esquemade los componentesde laLLP en una larva de 5 dpf, representando
las NAs en rojoy los NM en violeta. Se observa la proyeccién axonal central y el ganglio
posterior donde se encuentran los cuerpos neuronalesde las NAs. El objetivo representala
orientacion de las adquisiciones. (B) Vista dorsal de una larva mostrando en detalle una
proyeccion axonal central Gnica. (C) Proyeccién en Z de una adquisicion en vista dorsal de
la proyeccién centralde una NA Unica que expresala proteina DsRed en una larva de 5 dpf.
Barra de escala: 10 um.

Caracterizacion morfométrica de neuronas aferentes a los 3 dpf -
EstadioinmadurodelaLL

A partir de las proyecciones en Z de las imagenes adquiridas (ver “Materiales y Métodos”)
en larvas de 3 dpf para cada tratamiento, WT y KIR, se obtuvieron trazados de las
proyecciones centrales de las NAs (Figura 15). En primer lugar, observamos que tanto las

NAs WT como las silenciadas habian desarrollado proyecciones centrales hacia el cerebro
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medio del pez. Es decir que este silenciamiento no evitdé que el axén central extienda sus
ramas principales.

Analizamos la longitud total de la proyeccién central como la suma de la longitud del axén
central y de las ramas del arbol axonal. Encontramos una disminucion en la longitud total en
las NAs silenciadas (Figura 16A. WT: 261.6 + 11.57 ym, Nwr=14; KIR: 214.8 + 8.40 ym,
Nkir=16; test de T, **p=0.0025). Al estudiar mas en profundidad los componentes de dicha
proyeccion, encontramos que esta disminucién se explica por una reduccion en la longitud
del arbol axonal de las mismas (Figura 16B. WT: 89.21 + 7.03 um, Nwr=14; KIR: 55.36 *
6.57 um, Nxir=16; test de T, **p=0.0015), no asi en la longitud de su axén central (Figura

16C. WT: 172.4 £ 5.63 pm, Nwr=14; KIR: 159.1 + 6.32 um, Nxir=16; test de T, p=0.131).

Axon central
Arbol axonal

Axon central
Arbol axonal

Figura 15: (A-B) Vistadorsal delcerebro medio de unalarvaa 3 dpf que expresan (A) DsRed (WT)
y (B) DsRed/hKir2.1 (KIR) en una NA Unica. Las imagenes en A y B fueron convertidas en
bidimensionales luego de su adquisicion. (A’-B’) Esqueletos representativos de lasimagenes en
Ay B, discriminando los componentes principales de la proyeccidn central: drbol axonal (rojo) y
axon central (negro). Barrade escala: 10 um.
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Dado que las NAs silenciadas exhibieron proyecciones centrales de menor longitud,
decidimos evaluar el area de cobertura de las NAs sobre el cerebro medio. Para ello, se
trazd un poligono formado por la union de los extremosde las ramas del arbol axonal (Figura
17A). Encontramos que el &rea de cobertura sobre el cerebro medio de las NAs silenciadas
€S menor con respecto a su control (Figura 17B. WT: 1399.03 + 88.73 um?, Nwr=14; KIR:
1134.68 + 91.60 um?, Nxir=16; Test de T, *p=0.0489).

En resumen, nuestros resultados muestran que el silenciamiento de NAs Unicas produce

una disminucion de la longitud de sus arboles axonales, y del area de cobertura en el cerebro

medio a 3 dpf.
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Figura 16: Las NAs silenciadas presentan unadisminucidn en la longitud de sus arboles axonales
a los 3 dpf. Cuantificacion de (A) la longitud total de la proyeccidn axonal en el cerebro medio,
(B) el componente de la longitud de arbol axonaly (C) del axén central de una NA a 3 dpf que
expresaDsRed (WT)y DsRed/hKir2.1 (KIR). Las barras representan lamedia de los datos + SEM
y cada punto representa una neurona. Test de T. Ny=14; N¢r=16. (A)**p=0.0025. (B)
**p=0.0015. (C) p=0.131.
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Figura 17: Las NAs exhiben una menor drea de cobertura en el cerebro medio a 3 dpf. (A)
Esqueletos representativos de la proyeccién axonal de NAs a 3 dpf que expresan DsRed (WT) y
DsRed/hKir2.1 (KIR). Las lineas azules representan el poligono a partir del cual se midié el area
de cobertura sobre el cerebro medio. (B) Areade coberturade una NA que expresa DsRed (WT)
y silenciada (KIR). Las barras representan la media de los datos + SEM y cada punto representa
una neurona. Testde T. Nyr=14; Nyz=16. *p=0.0489.

La longitud del arbol axonal esta determinada como la suma de la longitud de todas sus
ramas axonales, es decir que depende de dos factores: la cantidad de ramas que protruyen
del axén central, y la longitud individual de cada una de ellas. Para determinar cual de estos
parametros fue afectado por el silenciamiento de la AEE, empezamos por medir las
longitudes de las ramas del arbol axonal y determinar un valor de mediana por neurona. No
observamos cambios en las longitudes individuales de las ramas entre los fenotipos de las
neuronas WT y las silenciadas con hKir2.1 (Figura 18. WT: 4.32(0.94) ym, Nwr=14; KIR:
3.81(1.46) um, Nxir=16; Test de Mann-Whitney, p=0.559). Posteriormente, realizamos una
cuantificacion del nimero de ramas presentes en el arbol axonal para ambos tratamientos.
Encontramos que las NAs silenciadas presentaron una menor cantidad de ramas con
respecto al fenotipo WT (Figura 19A. WT: 17.0(7.5), Nwr=14; KIR: 10.0(6.0), Nxir=16, Test
de Mann-Whitney, ***p=0.0004). Con el finde profundizar la caracterizacion del fenotipo KIR,
decidimos estudiar la complejidad que presentan los arboles axonales. Para ello, dividimos

las ramas en dos categorias: primarias y secundarias. Las ramas primarias son aquellas que
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protruyen directamente del axon central y las ramas secundarias son aquellas que protruyen
desde las primarias (Figura 19B). Cuantificamos ambos tipos de ramas por neurona y
encontramos que las NAs silenciadas presentan una disminucién tanto de las ramas
primarias (Figura 19C. WT: 15.0(5.5), Nwr=14; KIR: 8.5(6.0), Nkir=16; Test de Mann-
Whitney, ***p=0.0002) como de las ramas secundarias (Figura 19D. WT: 2(2.5), Nwr=14;
KIR: 0(2.0), Nxir=16; Test de Mann-Whitney, *p=0.0140). Por ultimo, en los casos donde las
ramas primarias tenian ramas secundarias, se realiz6 un andlisis de la distribucion de
ramificaciones por ramaprimaria y se observo que, en ambos tratamientos, cerca de un 80%
de las ramas primarias presentaron solo dos ramas secundarias y el 20% restante mas de
dos (Figura 19E. WT: 2=78.80%, >2=22.20%, Nwt=18; KIR: 2=83.30%, >2=16.70%,
Nkir=12; Test de Chi cuadrado, p>0.999). Esta diferencia no resulto significativa, es decir,
gue, si bien las NAs silenciadas poseen menor cantidad de ramas secundarias, no hay

cambios en la complejidad de cada grupo de ramificaciones.

10+ ns Figura 18: A los 3 dpf, las neuronas
silenciadas con hKir2.1 no presentan
cambios en la longitud de las ramas de
E & sus arboles axonales con respecto al
- control. Longitud individual de ramas
g 6 del arbol axonal en NAs a 3 dpf que
o o expresan DsRed (WT) y DsRed/hKir2.1
§ 4 ? (KIR). Grafico de cajas mostrando la
5 o° mediana, los valores maximos vy
§ minimos y los rangos intercuartilicos.
27 Cada punto representa la mediana por
neurona. Test de Mann-Whitney.

0 . . Nuwr=14; Nr=16. p=0.559.

WT KIR

En resumen, observamos que, a los 3 dpf, las NAs silenciadas exhiben arboles axonales
centrales de menor longitud, lo que se traduce en una disminucién del area de cobertura
sobre el cerebro medio. Ademas, encontramos una menor complejidad en el arbol axonal

explicada por una disminucion en el nimero de ramas, tanto primarias como secundarias. A
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partir de este andlisis concluimos que, en estadios del desarrollo cuando la LL aun esta
inmadura, la AEE es necesaria para el correcto crecimiento y formacion de los arboles

axonales centrales.
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Figura 19: A 3 dpf, los arboles axonales de las NAs que expresan hKir2.1 exhiben una
disminucion en su complejidad dado por la reduccién en el nimero de ramas primarias
y secundarias. (A) NUmero de ramas totales presentes en elarbol axonalde las NAs WT
y silenciadas con hKir2.1. (B) Categorizacidon de las ramificaciones totales en primarias y
secundarias sobre los esqueletos de las proyecciones centrales de las NAs, mostrando el
axon central (negro), del cual se extienden las ramas primarias (cian), y las ramas
secundarias como bifurcaciones subsiguientes extendiéndose desde las primarias
(magenta). (C) Cuantificacién del numero de ramas primarias por cada proyeccién
central de las NAs. (D) Cuantificacion del nimero de ramas secundarias por cada
proyeccion central de las NAs. (E) Analisis de la distribucién de ramas secundarias por
cada rama primaria. El N total corresponde a la cantidad de ramas primarias que
presentan al menos dos ramas secundarias. (A, C, D) Los graficos de cajas muestran la
mediana, los valores maximos y minimos y los rangos intercuartilicos. Cada punto
representa a una neurona. Test de Mann-Whitney. Ny=14, N¢z=16. (A) ***p=0.0004.
(C) ***p=0.0002. (D) *p=0.0140. (E) Test de Chicuadrado. N =18, N¢z=12. p>0.999.
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Caracterizacion morfométrica de neuronas aferentes a los 5 dpf -
Estadio madurodelaLL

Luego de haber estudiado el efecto de silenciar la AEE en NAs inmaduras, decidimos
analizar qué sucede a 5 dpf, cuando el sistema de la LL ya estéd establecido y el animal
responde a estimulos externos.

Analizamos las proyecciones centrales de las NAs a 5 dpf para los tratamientos WT y KIR
(Figura 20) de la misma manera que a los 3 dpf. Decidimos agregar al andlisis un tercer
tratamiento con un plasmido control, el cual expresa hKir2.1 con una mutacion de pérdida
de funcién (hKirMut2.1) para corroborar que el fenotipo observado se debe a la
hiperpolarizacién causada por la activacion de los canales hKir2.1.

Procedimos a medir la longitud total de las proyecciones centrales y encontramos,
nuevamente, que las NAs silenciadas exhiben proyecciones centrales menos extensas
(Figura 21A. WT:258.0 + 10.20 pm, Nwt=16; KIR: 221.8 £8.45 ym, N«xir=25; KIRm: 269.9 £
10.65 pm, Nkirm=12; ANOVA de una via, **p=0.0019, Test de Tukey post hoc). Esta
disminucion se explica por una reduccion en lalongitud de los arboles axonales (Figura 21B.
WT: 88.97 + 7.47 ym, Nwr=16; KIR: 62.76 * 4.89 pm, Nkr=25; KIRm: 94.31 £ 9.13 um,
Nkirm=12; ANOVA de una via, **p=0.002, Test de Tukey post hoc), mientras que la longitud
del axon central no presentd diferencias significativas (Figura 21C. WT: 169.1 £ 4.55 ym,
Nwt=16; KIR: 151.1 £5.719 um, N«r=25; KIRm: 175.6 £ 2.97 um, Nxrm=12, ANOVA de una

via, p=0.102, Test de Tukey post hoc).
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Figura 20: (A-B) Vistadorsaldelcerebro medio de unalarva a 5 dpf que expresa(A) DsRed (WT)
y (B) DsRed/hKir2.1 (KIR) en una NA Unica. Las imagenes en A y B fueron convertidas en
bidimensionales luego de su adquisicidn. (A’-B’) Esqueletos representativos de lasimagenes en
Ay B, discriminando los componentes principales de la proyeccién central: arbol axonal (rojo)
y axon central (negro). Barrade escala: 10 um.

Al igual que lo observado a 3 dpf, la disminucion de la longitud del arbol axonal se vio
acompafada por una reduccion en el area de inervacion sobre el cerebro medio (Figura 22.
WT: 1609.62 + 116.93 uym2, Nwt=16; KIR: 1163.26 * 71.969 um?, Nxir=25; KIRm: 1510.47 +
82.28 um?, Nxirm=12, ANOVA de una via, **p=0.0013, Test de Tukey post hoc). Al medir las
longitudes individuales de las ramas del arbol axonal encontramos que, a diferencia de lo
observado a los 3 dpf, las NAs silenciadas presentan ramas mas cortas que las NAs WT
(Figura 23. WT: 5.27(2.93) um, Nwr=16; KIR: 3.79(1.40) um, N«xir=25; KIRm: 4.43(2.32) ym,
Nkirm=12, Test de Kruskal-Wallis, **p=0.0035, Test de Dunn post hoc). Por otro lado, es
importante destacar que no observamos diferencias significativas entre las longitudes de las
ramas de las NAs silenciadas alos 5 dpf y las NAs WT a los 3 dpf (Figura 23 Anexo. Test

de Mann-Whitney, p=0.0869).
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Figura 21: A los 5 dpf, las NAs silenciadas presentan una disminucién en la longitud de sus
arboles axonales centrales. Cuantificacion de (A) la longitud total de la proyeccién axonal en
el cerebro medio, (B) el componente de la longitud de arbol axonaly (C) del axdn central de
unaNAa 5 dpf que expresaDsRed (WT), DsRed/hKir2.1 (KIR) y DsRed/hKirMut2.1 (KIRm). Las
barras representan la media de los datos + SEM y cada punto representa una ne urona.
ANOVA de unavia, test de Tukey post hoc.(A) WTvs KIR: *p=0.020; KIRvs KIRm: **p=0.0042;
WT vs KIRm: p=0.727. (B) WT vs KIR: *p=0.0135; KIR vs KIRm: **p=0.0061; WT vs KIRm:
p=0.871. (C) p=0.102.
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Figura 22: El silenciamiento de las NAs de la LL produce una disminucién del area de
cobertura en el cerebro medio alos 5 dpf. (A) Esqueletos representativos de la proyeccién
axonal de una NA a 5 dpf que expresa DsRed (WT) o DsRed/hKir2.1 (KIR) desde una vista
dorsal. Las lineas azules representan el poligono a partir del cual se midié el drea de cobertura
sobre el cerebro medio. (B) Area de cobertura de una NA WT, silenciada (KIR) y control
(KIRm). Las barras representan la media de los datos + SEM y cada punto representa una
neurona. ANOVA de una via y test de Tukey post hoc. WT vs KIR: **p=0.0018; KIR vs KIRm:
*p=0.033; WT vs KIRm: p=0.776.
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Figura 23: Alos 5 dpf, los drboles axonales de las NAs silenciadas exhiben ramas mas cortas
que los controles. Longitud individual de las ramas del arbol axonal de NAs de 5 dpf que
expresan DsRed (WT), hKir2.1(KIR) y hKirMut2.1 (KIRm). Test de Kruskal-Wallis, Test de Dunn
post hoc. WT vs KIR: **p=0.0069; KIR vs KIRm: *p=0.047; WT vs KIRm: p>0.999. Anexo:
Longitud individual de ramas del drbol axonalde NAs WT a 3 dpfy de NAssilenciadasa 5 dpf
(KIR). Testde Mann-Whitney, p=0.0869. Grafico de cajas mostrando la mediana, los valores
maximos y minimos y los rangos intercuartilicos. Cada punto representala mediana por
neurona.

Cuando analizamos los &arboles axonales de las NAs a 5 dpf encontramos que no existen
diferencias significativas entre las WT vy las silenciadas al comparar la cantidad de ramas
totales (Figura 24A. WT: 13.0(5.0), Nwt=16; KIR: 14.0(10.0), Nxir=25; KIRm: 14.5(7.0),
Nkirm=12, Test de Kruskal-Wallis, p=0.418), el nimero de ramas primarias (Figura 24C. WT:
10.5(4.5), Nwt=16; KIR: 11.0(4.5), Nxir=25; KIRm: 12.0(5.3) um, Nxrm=12, Test Kruskal-
Wallis, p=0.383) y el nimero de ramas secundarias (Figura 24D. WT: 2(4.0), Nwt=16; KIR:
2(6.0), Nxir=25; KIRm: 3(6), Nxir=12; Test de Kruskal-Wallis, p=0.798). Sin embargo, al
analizar la poblacion de ramas primarias que presentan ramas secundarias, encontramos
gue las NAs silenciadas presentan un mayor porcentaje de ramas primarias que poseen mas
de dos ramas secundarias (Figura 24E. WT: 2=82.00%, >2=18.00%, Nwt=17; KIR:
2=61.54%, >2=38.46%, Nkir=26; KIRm: 2=87.50%, >2=12.50%, N«xrm=16, Test de Chi

cuadrado).
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Figura 24: A los 5 dpf, la complejidad del arbol axonal de las NAs que expresan hKir2.1 se
ve aumentada debido a una mayor densidad de ramas secundarias por rama primaria. (A)
NuUmero de ramas totales presentes en el arbol axonal de las NAs WT y silenciadas con
Kir2.1alos 5 dpf. (B) Categorizacidn de las ramificaciones totales en primarias y secundarias
sobre los esqueletos de las proyecciones centrales de las NAs, mostrando el axén central
(negro), del mismo se extienden las ramas primarias (cian), y las ramas secundarias como
bifurcaciones subsiguientes extendiéndose desde las primarias (magenta). (C)
Cuantificacion del nimero de ramas primarias por cada proyeccion central de las NAs. (D)
Cuantificacidn del nimero de ramas secundarias por cada proyeccion central de las NAs.
(E) Analisis de la distribucién de ramas secundarias por cada rama primaria. El N total
corresponde ala cantidad de ramas primarias que presentan al menos una bifurcacién. (A,
C, D) Graficos de cajas muestran la mediana, los valores maximos y minimos y los rangos
intercuartilicos. Cada punto representaauna neurona. Test de Kruskal-Wallis (A) p=0.418.
(C) p=0.383. (D) p=0.798. (E) Test de Chi cuadrado, WT vs KIR: *p=0.017; KIR vs KIRm:
***p=0.0007; WT vs KIRm: p=0.994.

En resumen, la reduccién en la longitud de las ramas presentes en el arbol axonal seria
suficiente para explicar la disminucion de la longitud total y del area de cobertura sobre el
cerebro medio en aquellas neuronas que expresan el canal hKir2.1. Sin embargo, también
encontramos grupos de ramas secundarias distribuidas con una mayor densidad sobre las

ramas primarias que les dan origen.
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En conclusion, al privar a las NAs de su capacidad de excitabilidad mediante la expresion
de hKir2.1, encontramos una alteracion del crecimiento de sus arboles axonales centrales
tanto en estadios inmaduros como maduros de la LL. Por un lado, en el estadio inmaduro
de 3 dpf, se observa un déficit de ramas, y, por otro lado, en el estadio maduro de 5 dpf,
encontramos ramas de menor longitud, asi como también ramas primarias bifurcadas de

manera exacerbada, no consistente con el fenotipo WT.

Estudio de varicosidades en NAs silenciadas

Trabajos previos han descrito la presencia de varicosidades en NAs de LL (Valera et al.,
2021) y de otros sistemas sensoriales (Meyer & Smith, 2006), las cuales colocalizan con
marcadores presinapticos. Definimos a las varicosidades como engrosamientos que se
visualizan en la membrana de las neuronas. En los registros adquiridos por time-lapse
imaging a 5 dpf pudimos observar estas varicosidades como acumulacion de la proteina
fluorescente DsRed. Con el objetivo de entender si el silenciamiento de la AEE afecta la
expresion de estos engrosamientos, cuantificamos el nimero de varicosidades presentes
en las proyecciones centrales de NAs WT y silenciadas. En la Figura 25, podemos observar
imagenes representativas de las proyecciones centrales para NAs WT y KIR en una larva
de 5 dpf (Figura 25A, 25B). Trabajando con los esqueletos de dichas NAs, pudimos
discriminar entre las varicosidades observadas sobre el axén central y aquellas observadas

sobre el arbol axonal (Figura 25A’, 25B’).
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Varicosities along:

@Central axon
@ Axonal arbor

Figura 25: (A-B) Vistadorsal del cerebro mediode una NA a 5 dpf que expresa(A) DsRed (WT)
y (B) DsRed/hKir2.1(KIR). Barrade escala: 10 um. Los paneles A1-A2 y B1-B2 muestran con mas
detalle las varicosidades de las NA. Las puntas de flecha celestes y amarillas muestran aquellas
varicosidades ubicadas en el axdon central y en el arbol axonal, respectivamente. Barra de
escala: 2 um. (A’-B’) Esqueletos representativos de lasimagenes en Ay B. Los puntos celestes
y amarillos corresponden a las varicosidades encontradas en el axén central y en el arbol
axonal respectivamente.

Encontramos una disminucion en el nUmero total de varicosidades sobre las proyecciones
centrales de las NAs silenciadas con respecto al WT (Figura 26A. WT: 0.145 + 0.0053 ym,
Nwt=18; KIR: 0.113 £ 0.0082 um, Nxir=25. Test de T, **p=0.0041). Al analizar Unicamente
las varicosidades del axén central, no observamos diferencias significativas entre NAs WT
y silenciadas (Figura 26B. WT: 0.132 + 0.0064 um, Nwt=18; KIR: 0.116 + 0.0084 um-,

Nkir=25. Test de T, p=0.163). Sin embargo, encontramos que las NAs silenciadas
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presentaron una disminucion en el nUmero de varicosidades sobre el arbol axonal, respecto
de las NAs WT (Figura 26C. WT: 0.169 + 0.0076, Nwr=18; KIR: 0.104 + 0.0121, Nxir=25.

Test de T, ***p=0.0002).

% % ok ok

A 0.25 B 0.25- ns C 0.30-

o
o
=]

1
oo
e
o
=4

1
o

0.15- 0.15- 8

0.104

o

-

o
1

Numero de varicosidades
totales normalizado (pm"'}
Numero de varicosidades
en arbol normalizado (pm'1)
o
—
(3]
1

e

(=]

a
1

Numero de varicosidades en
o
(=]
(L]
1

axon central normalizado (|1m"I

0.00- 0.00-
WT KIR WT KIR WT KIR

Figura 26: El nUmero de varicosidades totalessobrelas NAs silenciadas alos 5 dpf presentan
una disminucién, debido a una reduccién en las varicosidades ubicadas en el drbol axonal.
(A-C) Numero de varicosidades normalizado para el tratamiento WT y KIR, ubicadas sobre
(A) la proyeccién central total, (B) el axén centraly (C) el arbol axonal. Cada medicidn fue
normalizada a la longitud correspondiente parasu comparacién. Las barras representan la
mediade los datos £ SEM y cada punto representa unaneurona. Testde T. Ny=18, N¢z=25.
(A) **p=0.0041; (B) p=0.163; (C) ***p=0.0002.

Previamente, se demostré que existe una correlacion entre la presencia de varicosidades
en las puntas de las ramas y el arresto de la retraccion, al incrementar la estabilidad de
dichas ramas (Meyer & Smith, 2006). Cuantificamosla proporcion de varicosidades ubicadas
en los extremos de las ramas del arbol axonal y observamos una disminucion en aquellos
arboles silenciados (Figura 27. WT: 0.631(0.41), Nwt=18; KIR: 0.194(0.41), Nxir=25. Test de

Mann-Whitney, **p=0.001).
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%% Figura 27: Se observa una disminucién en
1.00- T e la proporcién de ramas axonales con
5 presencia de varicosidades en sus
extremos. Proporcién de varicosidades
ubicadas sobre los extremos de las ramas
de los arboles axonales de las NAs a los 5
dpf para el tratamiento WT y KIR (n° de
varicosidades / n° total de extremos).
Grafico de cajas mostrando la mediana, los
valores maximos y minimos y los rangos
intercuartilicos. Cada punto representa
una neurona. Test de Mann-Whitney.
Nwr=18, N¢r=25. WT vs KIR: **p=0.001.
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En conclusién, encontramos una deficiencia en el nimero de varicosidades ubicadas a lo
largo del arbol axonal en NAs silenciadas y contabilizamos una menor proporcion de

varicosidades en los extremos de las ramas.

Estudio de la dindmica de crecimiento de las proyecciones

centrales de NAs en desarrollo gue sobreexpresan el canal de

potasio hKir 2.1

Luego de haber hecho una caracterizacion morfolégica de las NAs y sus varicosidades,
decidimos estudiar la dindmica de crecimiento del arbol axonal de estas neuronas, para
evaluar el rol que cumple la AEE en ambos estadios del desarrollo. Para ello, realizamos un
seguimiento en el tiempo de las proyecciones centrales. Este analisis se llevé a cabo
comparando los 5 tratamientos (3WT, 3KIR, 5WT, 5KIR y 5KIRm) en conjunto ya que no
solo estamos interesados en comparar tratamientos dentro de cada estadio, sino que nos
interesa poder detectar similitudes y diferencias entre los arboles WT a 3 dpfy los silenciados

a5 dpf.
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Observamos cuatro eventos de motilidad presentes en el arbol axonal: por un lado, eventos
de elongacion y retraccion (es decir, estiramiento y acortamiento) de ramas, y, por otro lado,
eventos de formaciony eliminacién (es decir, aparicion y desaparicion) de ramas a lo largo

de todo el registro (Figura 28).

if Elongacion |
| @ Retraccion H
:f Formacién |
'@ Eliminacion |

WT

KIR

Figura 28: Serie de imagenes en vista dorsal de NAs a 5 dpf que expresan DsRed (WT) o
DsRed/hKir2.1(KIR). to, t4, ts y t12 corresponden a tiempos representativos del registro: 0, 20,
40 y 60 minutos, respectivamente. Los puntos coloreados representan eventos individuales
de motilidad: elongacién (magenta), retraccion (cian), formacién (rojo)y eliminacién (verde).
Los eventos detectados se marcaron individualmente en cadafotoy se presentan solapados
a medida que pasaeltiempo. Aquellas ramas donde no se encontraron eventos de motilidad
durante todala hora de registro, permanecen sin puntos. A t12 se visualizan todoslos eventos
alo largo del registro. Barra de escala: 10 um.

El plugin NeuronJ (Meijering et al., 2004) dentro del software ImageJ, nos permitio medir la
longitud individual de las ramas en cada tiempo y realizar el seguimiento de cada una de
ellas. Calculamos la motilidad total normalizada por neurona, medido como la suma de la
longitud total recorrida por la punta de las ramas y normalizada a la longitud de cada arbol
axonal al comienzo del registro. Para este analisis se tomaron en cuenta la totalidad de

ramas a to y aguellas que se formaron a lo largo del registro.
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Encontramos una exacerbacion en la motilidad total normalizada en aquellas NAs
silenciadas tanto a 3 como a5 dpf (Figura 29A: 3WT: 2.64 £ 0.29; Nswr=8; 3KIR: 3.89 + 0.40,
Nskir=5; 5WT: 0.59 + 0.22, Nswt=6; 5KIR: 2.00 £ 0.21, Nskir=9; 5KIRmM: 0.68 + 0.20, Nskirm=9.
ANOVA de una via, ****p<0.0001, Test de Tukey post hoc). Con el fin de entender si hay
mayor cantidad de ramas en movimiento, definimos “ramas consistentes” como aquellas
ramas que se ven en to y no presentan ningun evento de motilidad a lo largo del registro y
las cuantificamos para todos los tratamientos. Encontramos que el porcentaje de ramas
consistentes por neurona disminuye abruptamente en NAs silenciadas a los 5 dpf,
reduciéndose de un 70% a un 25% (Figura 29B. 3WT: 19.15 + 4.02%, Nswt=8; 3KIR: 4.48 £
2.15%, Nskir=5; 5WT: 70.93 + 6.45%, Nswt=6; 5KIR: 24.11 + 4.13%, Ns«ir=9; 5KIRm: 63.08

* 8.34%, Nskirm=9. ANOVA de una via, ****p<0.0001, Test de Tukey post hoc).
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Figura 29: Las NAs silenciadas de la LL exhiben una motilidad exacerbada explicada, en parte,
por una disminucién del porcentaje de ramas consistentes. (A) Motilidad total normalizada
al arbol axonal de cada una de las NAs al comienzo del registro y (B) porcentaje de ramas
consistentes (aquellas que no presentan movimientos alo largo de todo el registro) en NAs
a 3y 5 dpf que expresan DsRed (WT), DsRed/hKir2.1 (KIR) o el control (KIRm). Las barras
representan lamedia de los datos + SEMy cada punto representaunaneurona. ANOVAde
una via, testde Tukey post hoc. Nawr=8; N3xr=5, Nswr=6, N5cr=9, Nscirm=9. (A) 3WT vs 3KIR:
*p=0.026; 3WT vs S5WT: ****p<0.0001; SWT vs 5KIR: **p=0.0044; 5KIR vs 5KIRm:
**p=0.0027; 3WT vs 5KIR: p=0.329; 5WT vs 5KIRm: p= 0.999. (B) 3WT vs 3KIR: p=0.521;
3WT vs SBWT: ****p<0.0001; 5WT vs 5KIR: ****p<0.0001; 5KIR vs 5KIRm: ***p=0.0001;
3WT vs 5KIR: p=0.969; 5WT vs 5KIRm: p= 0.889.
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Nuestros resultados muestran que, como era esperado, las neuronas WT en el estadio
inmaduro presentan arboles altamente motiles, mientras que, en el estadio maduro, dicha
motilidad desciende. Sin embargo, observamos que las NAs silenciadas presentan un
incremento en la motilidad del arbol axonal en ambos estadios. El incremento de motilidad
a 5 dpf esta acompafiado por un mayor porcentaje de ramas que sufren algun evento de
motilidad, no asi en el estadio de 3 dpf. Llamativamente, observamos una gran similitud
entre los fenotipos de las NAs silenciadas a los 5 dpf y WT a 3 dpf. A partir de estos
resultados, evidenciamos una desregulacion en la dinamica de crecimiento de las NAs

silenciadas con respecto a las WT en ambos estadios estudiados.

Analisisde los eventos de motilidad

Con el fin de observar cuales son las implicancias de silenciar NAs sobre la dinAmica de
crecimiento de los &rboles axonales centrales, analizamos los eventos de formacion y
eliminaciéon de ramas, por un lado, y de elongacién y retraccién por otro, ya que ambos

fendmenos involucran mecanismos diferentes.

Eventos de formacion y eliminacion

Para el estudio de los eventos de formacion y eliminacion, cuantificamos las tasas de
eventos normalizadas a la longitud inicial del arbol axonal. Observamos un aumento de
ambas tasas tanto a 3 dpf (Figura 30A. Formacion (en um?): 3WT: 0.261 + 0.0386; 3KIR:
0.416 + 0.0291. Figura 30B. Eliminacion (en um*): 3WT: 0.211 + 0.0319; 3KIR: 0.367 +
0.0367; Nawt=8, Nskir=5) como a 5 dpf (Figura 30A. Formacioén (en um?): 5SWT: 0.0480 +
0.0143; 5KIR: 0.171 £ 0.018; 5KIRm: 0.0544 +0.0157. Figura 30B. Eliminaciéon (en um?):
5WT: 0.0341 £+ 0.0097; 5KIR: 0.143 + 0.0158; 5KIRm: 0.0487 + 0.0165; Nswt=6, Ns«ir=9,

Nskirm=9).
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Figura 30: Tanto a 3 como a 5 dpf, las tasas de formacién y eliminacién se encuentran
aumentadas en aquellas NAs silenciadas con respecto a su control. (A-B) Tasas de (A)
formaciony (B) eliminacidn normalizadas al arbol axonal de cada una de las NAs que expresan
DsRed (WT), DsRed/hKir2.1(KIR) o control (KIRm)a3y5 dpf. Las barras representan la media
de los datos + SEM y cada puntorepresentaunaneurona. Nz;wi=8; Nixr=5, Nswr=6, Nsxr=9,
Nskrm=9. (A) ANOVA de una via, ****p<0.0001. Test de Tukey post hoc. 3WT vs 3KIR:
**p=0.0031; 3WT vs 5WT: ****p<0.0001; 5WT vs 5KIR: *p=0.0137; 5KIR vs S5KIRm:
**p=0.0082; 3WT vs 5KIR: p=0.069; 5WT vs 5KIRm: p=0.999. (B) ANOVA de una via,
***¥*¥p<0.0001. Test de Tukey post hoc. 3WT vs 3KIR: **p=0.0010; 3WT vs 5WT:
***%p<0.0001; SWT vs 5KIR: *p=0.0180; 5KIR vs 5KIRm: *p=0.0232; 3WT vs 5KIR: p=0.193;
S5WT vs 5KIRm: p=0.992.

Los eventos de eliminacion pueden provenir tanto de ramas de reciente formacion (las
cuales poseeran un tiempo corto de vida) como de ramas preexistentes (vistas en to) que se
retraen hasta desaparecer. En primer lugar, cuantificamos el tiempo de vida de aquellas
ramas formadas durante los primeros 40 minutos de registro, es decir, cuanto tiempo
transcurre desde su formacién hasta su eliminacion. Dividimos dicho tiempo de vida en 3
categorias: ramas que desaparecen antes de los 20 minutos desde su formacién, aquellas
que lo hacen entre los 20 y los 40 minutos y las que lo hacen luego de 40 minutos 0 no
desaparecen. A 3 dpf, observamos que las NAs silenciadas presentan un incremento en el
porcentaje de ramas nuevas que viven menos de 20 minutos, a expensas de una
disminucion en aquellas que viven mas de 40 minutos (Figura 31A. (en min) <20= WT:
45.45(23.33)%, KIR: 65.12(23.58)%; 20-40= WT: 31.82(14.17)%, KIR: 20.93(16.26)%; >40=

WT: 22.73(10.00)%, KIR: 12.50(8.03)%; Nwr=7, Nxir=5). En cambio, a 5 dpf no vemos
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diferencias significativas en ninguna de las categorias de tiempo de vida (Figura 31B. (en
min) <20= WT: 60.00(53.57)%, KIR: 60.00(20.64)%; 20-40= WT: 20.00(46.43)%, KIR:
28.57(38.10)%; >40=WT: 0.00(17.14)%, KIR: 14.29(11.43)%; Nwr=5, Nxir=9). Vale destacar
gue el andlisis en este estadio presenta una gran variabilidad ya que partimos de un nimero
reducido de eventos de formacion en neuronas maduras WT. Es por ello que se excluyeron
del analisis aquellas neuronas que no presentaban ningin evento de formacién en los
primeros 40 minutos de registro.

Estos resultados indican que a los 3 dpf el silenciamiento de la AEE disminuye la estabilidad

de las ramas recientemente formadas.
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Figura 31: Las ramas recientemente formadas poseen un menortiempo de vida en aquellas
NAs silenciadas a 3 dpf. Porcentaje de ramas formadas durante los primeros 40 minutos de
registroen NAsa (A) 3y (B) 5 dpf que expresan DsRed (WT) y DsRed/hKir2.1(KIR) en funcién
de su tiempo de vida. Los puntos representan la mediana por neurona y las lineas
representan los rangos intercuartilicos. Test de Mann-Whitney. (A) <20: *p=0.0303; 20-40:
p= 0.755; >40: **p=0.0013. Nyr=7, Ncs=5 (B) <20: p=0.668; 20-40: p=0.626; >40: p=0.229.
Nwr=5, N¢r=9.

Por otro lado, para entender si la eliminacion de ramas preexistentes (vistas en to) estan
contribuyendo al aumento de la tasa de eliminacion en las NAs silenciadas, cuantificamos el

porcentaje de ramas persistentes (aquellas que encontramos en to y que no desaparecen a
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lo largo del registro). No observamos diferencias significativas entre NAs WT y KIR a los 3
dpf. Sin embargo, a los 5 dpf, encontramos que las NAs silenciadas exhibieron un menor
porcentaje de ramas persistentes con respecto a las WT (Figura 32. 3WT: 68,64 + 4.33%,
Nawt=8; 3KIR: 63.75 + 6.69%, Nskir=5; SWT: 94.74 £ 2.97%, Nswr=6; 5KIR: 76.43 £ 2.73%,
Nskir=9; 5KIRmM: 89.91 + 3.74%, Nskirm=9. ANOVA de una via, ****p<0.0001, Test de Tukey
post hoc), evidenciando que una mayor parte de las ramas observadas en to estan siendo

eliminadas.
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Figura 32: Alos 5 dpflas NAs silenciadas exhiben una disminucién en el porcentaje de ramas
persistentes. Porcentaje de ramas persistentes (aquellas que encontramos en t, y no son
eliminadas) eneléarbolaxonalde las NAsa3y5 dpfexpresando DsRed (WT) y DsRed/hKir2.1
(KIR) o control (KIRm). Las barras representan la media de los datos + SEM y cada punto
representa una neurona. ANOVA de una via, ****p<0.0001, Test de Tukey post hoc. 3WT
vs 3KIR: p=0.931; 3WT vs 5WT: ***p<0.0010; 5WT vs 5KIR: *p=0.0265; 5KIR vs 5KIRm:
p=0.087; 3WT vs 5KIR: p=0.582; SWT vs 5KIRm: p=0.928.

Estos resultados sugieren que el incremento en los eventos de eliminacion en NAs
silenciadas se debe a distintos fendmenos en los dos estadios analizados. Por un lado, a 3
dpf, se observa una menor estabilidad de las ramas nuevas en las NAs silenciadas. En
contraposicion, a 5 dpf, el incremento en la tasa de eliminacion se debe a la desaparicion de

ramas preexistentes.
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Eventos de elongaciony retraccion

Parte del incremento en la motilidad total normalizada (Figura 29A) se debe a un aumento
en las tasas de formacion y eliminacién de ramas del arbol axonal. Sin embargo, nos
preguntamos si parte de dicho aumento se explica, ademas, por un incremento en las tasas
de elongacion y retraccion en ambos estadios de maduracién. Para ello, cuantificamos los
eventos de elongacion y retraccién a lo largo de la hora de registro, tomando en cuenta solo
las ramas persistentes. En estadios inmaduros, no observamos diferencias en las tasas
calculadas (Figura 33A. Elongacion (en um?): 3WT: 0.225 + 0.015; 3KIR: 0.330 + 0.053.
Figura 33B. Retraccién (en um?): 3WT: 0.268 + 0.019; 3KIR: 0.371 + 0.048; Nswr=8,
Nskir=5). En cambio, a 5 dpf, encontramos un aumento de ambas tasas en las neuronas
silenciadas con hKir2.1 (Figura 33A. Elongacién (en um?): 5WT: 0.0476 + 0.014; 5KIR:
0.235 + 0.026; 5KIRm: 0.074 + 0.022. Figura 33B. Retraccion (en um?): 5WT: 0.0646 +

0.024; 5KIR: 0.259 £ 0.036; 5KIRm: 0.0818 + 0.024; Nswt=6, Nskir=8, Nskirm=9).
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Figura 33: A 5 dpf, las tasas de elongacién y retraccidn se encuentran aumentadas en
aquellas NAs silenciadas con respecto a su control. (A-B) Tasas de (A) elongacién y (B)
retracciéon normalizadas al arbol axonal de cada una de las NAs al comienzo del registro a 3
y 5 dpf que expresan DsRed (WT) y DsRed/hKir2.1(KIR) y su respectivo control (KIRm). Las
barras representan la media de los datos + SEM y cada punto representa una neurona.
ANOVA de unavia, ****p<0.0001, test de Tukey post hoc. N3y=8; N3xr=5, Nswi=6, Ns¢r=8,
Nskrm=9. (A) 3WT vs 3KIR: p=0.0793; 3WT vs S5WT: ***p=0.0004; S5WT vs 5KIR:
***p=0.0002; 5KIR vs 5KIRm: p=0.0003; 3WT vs 5KIR: p=0.998; 5WT vs 5KIRm: p=0.948.
(B) 3WT vs 3KIR: p=0.182; 3WT vs SWT: ***p=0.0004; 5SWT vs 5KIR: ***p=0.0007; 5KIR vs
5KIRm: ***p=0.0006; 3WT vs 5KIR: p=0.999; 5WT vs 5KIRm: p=0.999.
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Nos preguntamos, ademas, si cada una de las ramas que presentan movimientos sufren, a
su vez, mas cantidad de eventos de elongacién y retraccion. Se calculé el nimero total de
eventos por rama (n° de elongaciones + n° de retracciones) y a partir de estos datos se
obtuvo el promedio por neurona. A 3 dpf, no observamos diferencias en el nUmero total de
eventos por rama (Figura 34A. 3WT: 4.61(1.64), Nawt=8, 3KIR: 4.52(1.58), Nsxir=5; Test de
Mann-Whitney, p=0.943). En cambio, a 5 dpf, se observé un aumento en dicho parametro
en aquellas neuronas silenciadas con respecto a su control (Figura 34B. SWT: 2.8(1.78),
Nswt=5, 5KIR: 4.55(2.03), Ns«ir=9; Test de Mann-Whitney, *p=0.0190). Ademas,
determinamos la distancia promedio que recorre cada una de las ramas cuando exhibe algun
evento de elongacion o retraccién. Sorpresivamente, encontramos que las ramas
silenciadas a5 dpf no replican el fenotipo inmaduro en este parametro, exhibiendo distancias
recorridas menores que las ramas del arbol WT a 3 dpf (Figura 34C. 3WT: 1.59(0.93) um,
Nawt=116, 3KIR: 1.56(0.66) um, Nsxir=80; SWT: 1.79(1.0) um, Nswr=17, 5KIR: 1.32(0.94)
pm, Nskir=97, Test de Kruskal-Wallis, *p=0.0337. Test de Dunn post hoc).

Por otro lado, analizamos las distancias recorridas por las ramas persistentes dentro del
cerebro medio (cada rama esta relativizada a su propio punto de partida). Evidenciamos que
a 3 dpf no hay diferencias cualitativas en el rango de distancias que recorren las ramas de
NAs WT y KIR (Figura 35A). En cambio, a 5 dpf, observamos que las ramas persistentes
WT se mueven por un espacio mas acotado dentro del cerebro, mientras que en NAs
silenciadas, este rango de movimiento se encuentra exacerbado, similar al que ocupa una

NA inmadura (Figura 35B).
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En resumen, a 3 dpf se observan igual cantidad de eventos de elongacion y retraccion por
neurona. Ademds, cada rama exhibe la misma cantidad de movimientos y recorre las
mismas longitudes promedio. En consecuencia, las distancias totales recorridas por cada
ramaen el cerebro son similares. En cambio, a 5 dpf, observamos que, si bien se producen
movimientos mas cortos en promedio, hay un aumento en la cantidad de eventos de
elongacion y retraccion por neurona. Como consecuencia observamos que las ramas
recorren una mayor distancia total sobre el cerebro medio.

Por ultimo, decidimos analizar los movimientos de elongacién y retraccion de las ramas
transientes, es decir, las que son formadas y/o eliminadas durante el registro. En el estadio
inmaduro de 3 dpf no se encontraron diferencias significativas al comparar las longitudes
promedio recorridas por las ramas WT y KIR. Sin embargo, a los 5 dpf observamos que la
distancia promedio recorrida en cada evento es significativamente menor en las NAs
silenciadas que en las NAs WT (Figura 36. 3WT: 1.88(0.94) um, Nawt=348; 3KIR: 1.89(0.88)
pm, Nskir=271; SWT: 2.04(1.14) pm, Nswr=34; 5KIR: 1.49(0.94) um, Ns«ir=186. Test de
Kruskal-Wallis; ****p<0.0001. Test de Dunn post hoc). En este caso, la longitud promedio de
las ramas silenciadas a 5 dpf también resulté ser significativamente menor que aquella

exhibida por el WT inmaduro.

10- %ok kK
S Figura 36: Longitud promedio recorrida porrama a 3

y 5 dpf en NAs que expresan DsRed (WT) y

DsRed/hKir2.1 (KIR). Los graficos de violin muestran
- la mediana (linea continua), y los rangos
intercuartilicos (lineas punteadas). Test de Kruskal-
Wallis; ****p<0.0001; Test de Dunn post hoc.
N3wr=346, Ns3r=271, Nswr=34, Nscr=186. 3WT vs
3KIR: p>0.999; 3WT vs 5WT: p>0.999; 3WT vs 5KIR:

****p<0.0001; SWT vs 5KIR: ***p=0.0006.

ns

=]
1

2]
1

Longitud promedio
f -9
[

recorrida por rama (am)

N
L

] L] L] T
3WT 3KIR 5WT 5KIR

84

——
| —



Capfitulo 1—Resultados

El estudio de la dindmica de crecimiento de las proyecciones centrales de NAs de la LL para
ambos estadios del desarrollo proveen evidencias que nos permiten proponer que la AEE
es crucial para el correcto crecimiento, arresto y estabilizacién de los arboles axonales de

las NAs de la LL en desarrollo.
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Discusion

El desarrollo del sistema de LL del pez cebra posee una temporalidad finamente
caracterizada donde la inervacion periférica de las NAs sobre las CCs comienza a
establecerse entre los 3 y 4 dpf, permaneciendo inmadura hasta los 5 dpf (Metcalfe, 1985;
Pujol-Marti & Lopez-Schier, 2013), cuando los peces comienzan a exhibir comportamientos
gue reflejan el reconocimiento de estimulos externos (Kimmel et al., 1974; Obholzer et al.,
2008; Zeddies & Fay, 2005).

Trabajos previos han demostrado que las NAs de la LL exhiben trenes de potenciales de
accion (PA) espontaneos entre los 5 y 7 dpf transmitidos directamente a través la sinapsis
en cinta desde las CCs de los NMs (Liao & Haehnel, 2012; Trapani & Nicholson, 2011). Aln
no se conoce si estas neuronas exhiben actividad espontanea previo a la maduracion de los
contactos sinapticos periféricos. Ademas, adn no estd claro qué implicancias tiene esta
actividad en el desarrollo de sus arboles axonales.

En el primer capitulo de esta tesis se analizaron los fenotipos morfométricos y las dinamicas
de crecimiento de las proyecciones axonales centrales de las NAs de la LLP del pez cebra.
Se compararon los arboles axonales de NAs que exhibieron AEE con aquellos que, debido
a la sobreexpresion de hKir2.1, habian perdido su excitabilidad. Nuestros resultados
evidenciaron cambios en la arquitectura y dinamica de crecimiento de los arboles axonales
silenciados, con respecto a los WT. Las comparaciones se realizaron en dos estadios
distintos del desarrollo: a 3 dpf, instancia representativa de arboles inmaduros, y a 5 dpf,

instancia donde el sistema se encuentra establecido.

Silenciamiento de las neuronas aferentes de la linea lateral

El canal de potasio humano hKir2.1 ha sido utilizado previamente por multiples autores y ha

demostrado ser eficiente en la supresion de la excitabilidad neuronal (Burrone, 2002; Duale
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et al., 2001; Geraldes et al., 2014, 2016; Hocking et al., 2012; Holt et al., 1999; Hua et al.,
2005; Johns et al., 1999; Plazas et al., 2013).

En las células excitables, el potencial de membrana puede cambiar rapidamente en
respuesta a la apertura y cierre de canales idnicos dependientes del voltaje, produciendo
PA. Entre subsecuentes PA, el potencial de membrana en reposo se mantiene constante
mediante corrientes rectificadoras internas. Esto previene una formacién prematura de PA
gue, de otro modo, podria provocar una activacion neuronal caética, contraccion muscular
inesperada o arritmia cardiaca, por nombrar algunas. La familia de los canales Kir es
altamente ubicuay estan involucrados en muchos procesos fisiolégicos comola excitabilidad
cardiaca (Kir2) y neuronal (Kir2, Kir3), liberacion de insulina (Kir6), mantenimiento del tono
muscular (Kir2) y la homeostasis del potasio (Kirl, Kird) (De Boer et al.,, 2010). La
sobreexpresion de Kir2.1 tiene efectodirecto sobre el potencial de membranade las células,
llevandolo a valores cercanos al potencial de equilibrio del K*, alrededor de -75 mV (Burrone
et al., 2002; Holt et al., 1999). Esto tiene como consecuencia un corrimiento en la fuerza
ionica necesaria para llevar a cabo un PA, suprimiendo, de esta manera, la actividad
espontanea en células excitables (Johns et al., 1999).

En este trabajo silenciamos la AEE mediante la sobreexpresion del canal de potasio hKir2.1
en NAs unicas. Para ello, se expresaron estocasticamente las construcciones SILL:Gal4 y
UAS:DsRed::UAS:hKir2.1. La eficienciadel silenciamiento en animales inyectados con estas
construcciones fue probada anteriormente en Plazas et al., 2013, donde mediante Imaging
de Ca, demostraron gue las neuronas de la espina dorsal que expresaban UAS:DsRed eran
capaces de exhibir transientes de actividad y aquellas que expresaban
UAS:DsRed::UAS:hKir2.1 permanecian silenciadas. Mas aun, en otro trabajo, expresaron el
canal hKir2.1 en neuronas ganglionares de la retina (NGR), y observaron que la proporcion
de neuronas que exhibian actividad baj6é de un 41% en condiciones control, a un 6% en
neuronas silenciadas con hKir2.1 (Hua et al., 2005).

Esta reportado que el primordio | (Priml) comienza a migrar hacia la zona caudal a las 20

hpf (acompafiado por los axones periféricos de las NAs) (Ghysen & Dambly-Chaudiere,
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2007). Por otro lado, se ha demostrado que, bajo la direccion del enhancer SILL, los
reporteros fluorescentes expresados en las NAs comienzan a detectarse a partir de las 24
hpf (Pujol-Marti et al., 2010) y que a los 2.5 dpf, las ramas anterior y posterior de las
proyecciones centrales ya se encuentran establecidas en el cerebro medio, aunque recién
estdn comenzando a extender sus ramificacionesaxonales (Valera et al., 2021). Todas estas
evidencias nos permiten proponer que el uso del enhancer SILL es una herramienta 6ptima
para silenciar NAs Unicas, a partir de la sobreexpresion del canal hKir2.1, en estadios
tempranos de su desarrollo cuando las NAs estan extendiendo sus arboles periféricos y

centrales. De esta manera podremos responder los interrogantes arriba planteados.

La AEE es crucial para el correcto desarrollo de los arboles

axonales de las NAs

Al sobreexpresar el canal hKir2.1, observamos que el silenciamiento de las NAs tuvo
consecuencias sobre los arboles axonales de las proyecciones centrales. Sin embargo, no
observamos diferencias significativas en la longitud de las ramas axonales principales
(anterior y posterior) en ningun estadio.

A los 3 dpf, el fenotipo de las NAs silenciadas se caracterizo por tener menor cantidad de
ramas en el arbol axonal con respecto al WT. Como consecuencia, tanto la longitud del arbol
como el area de cobertura sobre el cerebro medio resultaron menores que los de una NA
WT. Alos 5 dpf, también encontramos disminuida la longitud del &rbol axonal y el area, pero
observamos que la complejidad del arbol era mayor debido a una exacerbacion de ramas
secundarias sobre las primarias (Figura 37). Este primer resultado sugiere que durante el
desarrollo hay procesos de crecimiento 0 mantenimiento de las ramas axonales que no
estan siendo correctamente regulados a causa de la pérdida de excitabilidad.

Trabajos previos han demostrado que el silenciamiento de NGR Unicas de pez cebra, a

través de la expresion de hKir2.1, provoca un desarrollo anbmalo de los arboles axonales
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gue proyectan al tectum optico. A diferencia de lo observado en NAs, a los 3 dpf, cuando
comienzan a extenderse las ramas axonales en las NGR, la expresion de hKir2.1 no genero
arboles anémalos. En cambio, a los 5 dpf, los arboles axonales de las NGR presentaron
menor longitud y complejidad (Hua et al., 2005).

Teniendo en cuenta que la sobreexpresion de hKir2.1 hiperpolariza el potencial de
membrana, este tratamiento puede afectar tanto la capacidad de disparar PA, como la de
exhibir despolarizaciones locales y liberar vesiculas sinapticas. En el trabajo de Hua et al.,
2005, los autores inhibieron la transmision sinaptica mediante la sobreexpresion de una
version mutante no funcional de la proteina VAMP (VAMPM) y replicaron los resultados
obtenidos con hKir2.1. Sin embargo, la sobreexpresion de VAMPmM no resultdé en un bloqueo
total de la actividad sinaptica (Sgrensen et al., 2002), sino en una fuerte reduccion en la
dindmica de secrecién de las vesiculas, ya que la proteina exdgena estd en constante
competencia con la proteina VAMP enddgena. En concordancia con nuestros resultados, la
supresion de la actividad presinaptica afecta el correcto desarrollo del arbol axonal.
Sorprendemente, al expresar la cadena liviana de la toxina teténica (TeNT-Ic) en las NRG,
la cual inhibe completamente la fusién vesicular, se observaron arboles axonales con igual
complejidad, pero con una longitud exacerbada (Fredj et al., 2010). Estos resultados son la
consecuencia de diferentes niveles de silenciamiento. Segun los autores, neuronas con
silenciamiento profundo, pero no absoluto, podrian experimentar procesos parecidos a la
depresion a largo plazo o LTD (por sus siglas en inglés de “long-term depression”), donde
se exhibe una sefial débil desde la neurona presinaptica que no es suficiente para disparar
el proceso de sinaptogénesis. Al no afianzarse la sinapsis por potenciacion a largo plazo o
LTP (por sus siglas en inglés de “long-term potentiation”), las ramas quedan estables, se
retraen y/o se eliminan. Para conocer en detalle qué pardmetros estan siendo afectados en
las NAs debido al silenciamiento con hKir2.1, fue necesario estudiar la conectividad y la

dinAmica de crecimiento.
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Figura 37: Diagrama representativo de los
fenotipos observados en NAs WT vy
silenciadas con hKir2.1.

A los 3 dpf, en las NAs silenciadas con
hKir2.1, observamos un arbol axonal mas
reducido, con menor nimero de ramas
tanto primarias como secundarias, que se
traduce en una menor area de cobertura
sobre el cerebro medio. A los 5 dpf, en las
NAs silenciadas con hKir2.1, observamos
arboles mdas complejos cuyas ramas
axonales son mas cortas que el WT, perose
encuentran mas ramificadas. Este fenotipo
también resulta en una longitud de arbol
mas reducida y una menor darea de
coberturasobre el cerebro medio.

Estudios previos han evidenciado fenotipos similares en arborizaciones dendriticas en

desarrollo. Hocking et al., 2012, silenciaron NGR en Xenopus laevis con hKir2.1 y

observaron mayor cantidad de puntos de ramificacién de sus arboles dendriticos en estadios

funcionales del sistema, volviéndose mas complejos. Ademas, demostraron que la

despolarizacion de las NGR bloquea el proceso de induccion de las dendritas. Estudios

similares realizados en Drosophila evidenciaron el mismo fenébmeno de aumento de la

complejidad de los arboles dendriticos en neuronas del SNC ante la interrupciéon de la

correcta actividad neuronal (Singh et al., 2010; Tripodi et al., 2008).

En resumen, nuestros resultados muestran que el silenciamiento de la AEE provoca

anomalias en el crecimiento de los arboles axonales de las NAs, donde su complejidad y el

territorio que ocupa sobre el cerebro medio se ven afectados. Nuestras evidencias sugieren

——
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gue la AEE juega un rol crucial en el correcto desarrollo de la arquitectura y la complejidad

del arbol axonal de las NAs de la LLP.

La disrupcion de la AEE tiene como consecuencia fallas en la

conectividad sinaptica dentro del nucleo octavolateralis en el

cerebro medio

Para profundizar en el analisis morfologico de las NAs luego del silenciamiento con hKir2.1,
decidimos estudiar las varicosidades presentes en el arbol axonal como medida indirecta de
la conectividad con neuronas de segundo orden. En varios sistemas se han observado
engrosamientos de la membrana neuronal, llamados varicosidades, a lo largo de los arboles
axonales de neuronas sensoriales (Alsina et al., 2001; Edwards et al., 2007; Meyer & Smith,
2006; Nikolaou & Meyer, 2011), inclusive en el sistema de LLAy LLP (Valera et al, 2021).

No obstante, estas varicosidades no son caracteristicas de las neuronas sensoriales,
también se han encontrado en otros sistemas como el hipocampoy la corteza (Agster et al.,
2013; De Paola et al., 2003; Hatada et al., 2000). Varios autores encontraron una correlacion
positiva entre estos engrosamientos de la membrana y la acumulacion de proteinas de la
magquinaria presinaptica (De Paola et al., 2003; Meyer & Smith, 2006; Ruthazer et al., 2007;
Valera et al., 2021). Mas aun, trabajos anteriores han observado que la dinAmica de estas
varicosidades es dependiente de actividad (De Paola et al., 2003; Muller & Nikolenko, 2003).
Por otro lado, se conoce que el proceso de maduracion de los &rboles axonales y dendriticos
es sinaptotrdpico, es decir, que el establecimiento de la maquinaria sinaptica es, a su vez,
una sefial para la formacién de nuevas ramas desde los extremos establecidos (Meyer &
Smith, 2006; Niell et al., 2004). Es por ello, que la formacion de la sinapsis es determinante

para el correcto crecimientoy complejizaciéon del arbol axonal.
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En las NAs de la LL se ha descrito la presencia de varicosidades a lo largo de las
proyecciones centrales, tanto en el axén central (las ramas principales que se establecen
primero), como en el arbol axonal. También se ha demostrado la colocalizaciéon de las
varicosidades con la proteina presinaptica sinapsina 1 (Valera et al., 2021). Es por ello que
tomamos la formacion de varicosidades como un indicador de la conectividad de las NAs
con sus destinos postsinapticos. Teniendo en cuenta lo reportado anteriormente, tiene
sentido que estas varicosidades se comiencen a detectar luego de la maduracion del arbol
al presentar sinapsis maduras. A los 3 dpf, observamos arboles axonales tanto WT como
KIR con una morfologia caracteristica de ramas inmaduras, ya que son homogéneamente
finas y no presentan engrosamientos de membrana. Es por ello que solo analizamos las
varicosidades del sistema maduro, a los 5 dpf, para realizar las comparaciones con las NAs
silenciadas.

En el animal WT a 5 dpf, encontramos varicosidades bien determinadas, con gran
acumulacién de DsRed y de tamafios variables, algunas llegando a ser considerablemente
extensas. Con la expresion de hKir2.1, observamos un menor numero de varicosidades
sobre los arboles axonales, aunque no sobre las ramas del axon central. En la Figura 25
mostramos como lucen las varicosidades detectadas para ambos tratamientos, y, si bien no
logramos aun calcular el area de los engrosamientos, cualitativamente notamos una
marcada disminucion de tamafio.

Sorpresivamente, observamos que gran parte de la disminucion en el numero de
varicosidades sobre el arbol axonal, se debia a una falta de varicosidades en las puntas de
las ramas. Esto fue particularmente interesante, ya que nos dio el indicio de que muchas de
las ramas axonales no tenian morfologia de ramas maduras, las cuales, por lo general,
poseen algun tipo de engrosamiento o hinchazon en sus puntas, como el fenotipo WT a 5
dpf.

En un proceso canoénico de maduracion, los arboles axonales inmaduros exhiben una gran
cantidad de ramas nuevas, que en su mayoria se retraeran hasta desaparecer, y solo

algunas llegaran a establecerse. Finalmente, el crecimiento axonal se guia por mecanismos
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de “prueba y error’ que suceden de manera simultdnea y dependen del correcto
establecimiento de las sinapsis (Figura 38) (Meyer & Smith, 2006).

Nuestros resultados concuerdan con el modelo sinaptotrépico ya que el silenciamiento de la
AEE, resulta en la disminucién del nimero de varicosidades encontradas en el arbol axonal,
lo cual esta relacionada con una falla en los procesos de sinaptogénesis que, a su vez,

lideran el crecimiento axonal.

Mecanismo 1:
Nuevas sinapsis promueve el crecimiento
de nuevas ramas

— Iteraciones entre los mecanismos 1y 2 resultan en el
crecimiento axonal
Las ramas establecen Las nuevas sinapsis
nuevos contactos promueven el comportamiento
sindpticos exploratorio y la formacién
de nuevas ramas — ——

Mecanismo 2: ‘

Las sinapsis selectivamente .estabilizan

nuevos contactos

Sinapsis estables Se realizan mds contactos de prueba,
promueven la formaciéon lo que lleva al crecimiento y la
de nuevas ramas ramificacién.
|Fm—m——--—-------------------------—-----—-=-== 3
! ) o Rama Rama |
i fAx6n @ Sinapsis “correcta” “incorrecta” |
[}
1 1

Se establen contactos  Los contactos correctos son
de prueba estabilizados y los
incorrectos ellmlnados

Figura 38: Modelo sinaptotrépico de crecimiento del arbol axonal para neuronas
ganglionares de la retina. La sinapsis guia el crecimientoy promueve laformacién de ramas
nuevas. Estas ramas axonales nuevas sondean elambiente en busca de contactos sinapticos.
Si este contacto sindptico existe y es robusto, el crecimiento se ralentiza y eventualmente se
estabiliza. Las ramas que no han encontrado destinos sindpticos se retraeny eventualmente
desaparecen. Adaptado de Meyer & Smith, 2006.
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La maduracion de los arboles axonales de las NAs es

dependiente de actividad

Al estudiar la dinamica de crecimiento de los arboles axonales, encontramos una
exacerbacion en la motilidad de las NAs silenciadas, tanto a los 3 como a los 5 dpf. Este
aumento depende de diferentes factores en ambos estadios: a los 3 dpf solo encontramos
aumentadas las tasas de formacion y eliminacion de ramas, mientras que a los 5 dpf,
también aumentaron las tasas de elongacién y retraccion de ramas.

Esta reportado que los arboles axonales de las neuronas sensoriales inmaduras son
altamente mdtiles, presentando extremos afinados con movimientos exploratorios como
elongaciones y retracciones, mientras que los arboles maduros poseen bajas tasas de
motilidad (Meyer & Smith, 2006; Niell et al., 2004; Nikolaou & Meyer, 2012). En concordancia
con estos antecedentes, a los 3 dpf, las NAs WT exhibieron ramas con altas tasas de
eventos de elongacion y retraccion, y al llegar a los 5 dpf, estas tasas disminuyeron
considerablemente. Luego del silenciamiento, solo a los 5 dpf se observé un aumento en las
tasas de elongacion y retraccion de las ramas, es decir, los arboles se mostraron mas
inestables que su control. Dicho aumento est4 directamente relacionado a la falta de
varicosidades en los extremos de las ramas, ya que encontramos que agquellas ramas que
presentan puntas afinadas mostraban mas movimientos. Como el crecimiento axonal esta
liderado por el establecimiento de las sinapsis, no nos resulta sorprendente que, en un
modelo que exhibe fallas en la conectividad, encontremos mayor inestabilidad. Nuestros
resultados coinciden con los de Fredj et al., 2010, donde observaron que, al bloguear la
actividad presinaptica en NGR, los arboles axonales exhibieron mayor motilidad, en especial
la elongacion de sus ramas, y debido a ello, sus arboles resultaron mas extensos. Por el
contrario, Hua et al., 2005, al silenciar las NGR con hKir2.1 observaron una menor tasa de
eventos de motilidad. Estos resultados son controversiales, sin embargo, la diferencia con
nuestros hallazgos podria explicarse por, al menos, tres razones. Primero, al ser sistemas

sensoriales distintos, pueden necesitar diferentes patrones de actividad minima para
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establecer sus contactos sinapticos o ralentizar el crecimiento del arbol axonal. Segundo, al
utilizar diferentes abordajes experimentales para la expresion del pldsmido de hKir2.1,
puede haber distintos niveles de silenciamiento, mas aun, teniendo en cuenta que la
expresion de hKir2.1 en el trabajo de Hua et al., 2005, comienza luego de las 48 hpf y, en
nuestro trabajo, el comienzo de la expresion es en estadios mas tempranos. Por ultimo, al
poseer diferentes destinos postsinapticos, podrian estar participando otros factores
moduladores del crecimiento axonal.

Un aspecto a tener en cuenta al estudiar neuronas glutamatérgicas es el efecto de este
neurotransmisor sobre el crecimiento del arbol axonal. Esta reportado que el glutamato actta
comomodulador del crecimiento axonal y de la plasticidad sinaptica en numerosos sistemas
(Chang & Camilli, 2001; Gan, 2003; Schmitz et al., 2009; Fernandez-Montoya et al., 2017,
Mattson, 2008). En terminales presinapticos del hipocampo y de neuronas sensoriales se ha
encontrado que el glutamato es un inhibidor del crecimiento axonal dependiente de
receptores AMPA ubicados en la presinapsis (Chang & Camilli, 2001; Fredj et al., 2010;
Schmitz et al., 2009). Sin embargo, aun no existen evidencias del efecto del glutamato sobre
las NAs de la LL en el desarrollo.

Por otro lado, trabajos preliminares no presentados en esta tesis indican que existirian
multiples fallas en el establecimiento de contactos entre las NAs silenciadas y los NMs. No
nos resulta llamativo que las NAs, ademas de tener fallas en la conectividad a nivel central,
tengan fallas en los contactos periféricos. En la LLP del pez cebra, los contactos sinapticos
gue establecen las NAs en la periferia son dependientes de la actividad espontanea de las
CCs (Fauchere et al., 2010). Se comparoé la dinAmica de crecimiento de los terminales
dendriticos de las NAs que contactan alas CCs en animales WT y en aquellos portadores
de una mutacion de pérdida de funcién en el canal MET de las CCs. En estos mutantes, las
CCs de la LL, del aparato vestibular y del oido no son capaces de expresar actividad
(Gleason et al., 2008). Los terminales dendriticos cercanos a estas CCs mostraron altos
indices de motilidad y extremos afinados, evidenciando una falta de madurez de los

contactos sinapticos (Fauchere et al., 2010). Teniendo en cuenta que para el estadio de 5
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dpf, la actividad expresada en los somas de las NAs se origina en las CCs (Trapani &
Nicolson, 2011), la actividad espontanea y, eventualmente, evocada, podria promover
mecanismos de potenciacion del tipo LTP a nivel central que contribuirian al establecimiento
de las sinapsis entre las NAsy las neuronas de segundo orden.

Ademas, encontramos que los pardmetros de motilidad exhibidos por los arboles axonales
de las NAs silenciadas a 5 dpf replicaron los valores hallados a los de 3 dpf en animales WT.
Nuevamente, en el trabajo de Fredj et al., 2010, obtuvieron resultados similares, donde la
motilidad del arbol axonal WT a 3 dpf presentaba valores similares al silenciado a5y 7 dpf.
Mas aun, en la Figura 35 mostramos que a 5 los dpf, las ramas axonales del arbol WT
achican su rango de navegacion sobre el cerebro medio, mientras que las ramas silenciadas
vuelven a ocupar un area de busqueda mayor, similar al de las ramas inmaduras de 3 dpf.
Nuestros resultados van en concordancia con los antecedentes reportados en otros
sistemas sensoriales, sugiriendo que la maduracion de los arboles axonales de las NAs es

dependiente de actividad.

La complejidad de los arboles axonales en estadios tempranos

esta modulada por la actividad espontanea

Al analizar la dinamica de crecimiento de las NAs silenciadas, evidenciamos una
exacerbacion tanto en los eventos de formacion como de eliminacién, en ambos estadios
estudiados. Existen evidencias que la formacion y eliminacion de las ramas (tanto las
recientemente formadas como las establecidas), son procesos cruciales durante el
desarrollo de los sistemas sensoriales, que definiran la conectividad sinaptica y daran lugar
al correcto establecimiento y mantenimiento de los mapas sensoriales (Clause et al., 2014;
Kandler et al, 2009; Li et al., 2022; McLean et al., 2007; Redolfi et al., 2021; Yu et al., 2004).
Nuestros resultados muestran que, a los 3 dpf, el silenciamiento de la AEE resulta en un

incremento en las tasas de los eventos de formaciony eliminacion. Sin embargo, las ramas
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formadas recientemente presentaron un tiempo de vida mas corto que en el WT, es decir,
gue fueron eliminadas mas rapidamente. Este aumento en la eliminacion de ramas
recientemente formadas tiene como consecuencia arboles menos complejos, comparado
con el WT, ya que exhiben menor nimero de ramas tanto primarias como secundarias. De
manera similar, a los 5 dpf, los arboles silenciados también exhibieron una mayor cantidad
de eventos de formacion y eliminacién de ramas. Sin embargo, el tiempo de vida de las
ramas recientemente formadas no tuvo diferencias con respecto al WT. En este caso, el
aumento en la eliminacién se debié a la eliminacion de ramas preexistentes al inicio del
registro.

La iniciacion del crecimiento de las ramas tanto dendriticas como axonales esta regulado
por factores de crecimiento exdgenos, siendo BDNF (“Brain derived neurotrophic factor”),
FGF (“Fibroblast growth factor”) y NGF (“Nerve growth factor”) (Kalil et al., 2014) los més
ubicuos en el sistema nervioso. Hay evidencias de que FGF2 y BDNF estimulan la
ramificacion de &rboles axonales de neuronas corticales en cultivo (Szebenyi et al., 2001).
Mas aun, la aplicacion de BDNF es suficiente para inducir la formacion de ramas en arboles
axonales de NGR en Xenopus (Cohen-Cory et al., 2009) y promueve la extension rapida de
nuevas ramas (Alsina et al., 2001). Sin embargo, la estabilizacion de las ramas formadas
depende de transientes intracelulares de Ca?* (Gomez & Zheng, 2006).

En linea con estos antecedentes, nuestros resultados muestran que, a los 3 dpf, el
silenciamiento de la AEE afecta la estabilidad de las ramas recientemente formadas, pero
no su protrusion desde axoén, sugiriendo que la actividad no es necesaria para que se inicie
el proceso de formacion de ramas en las NAs. Por el contrario, la AEE estaria participando
como un factor inhibitorio de los eventos de formacion. A los 5 dpf, este fenédmeno no
revierte, ya que observamos mayor tasa de eventos de formacion en NAs silenciadas que
lleva a exhibir arboles mas complejos. Nuevamente, nuestros resultados sugieren que el
arresto del crecimiento de ramas nuevas depende de actividad.

Fredj et al., 2010, silenci6 la actividad presinaptica de las NRG en desarrollo y observo el

mismo fenémeno. Sorpresivamente, cuando también se silenciaron las neuronas vecinas, el
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fenomeno observado se revirtio, evidenciando una competenciapor el territorio dependiente
de actividad. Si bien en el trabajo de Hua et al., 2005, los autores encontraron menor tasa
de eventos de formaciony eliminacion, también observaron que el fenotipo se revertia al
silenciar neuronas vecinas.

A partir de nuestros resultados planteamos la hipétesis de que el arbol silenciado a 3 dpf
presenta un déficit en la cantidad de ramas, debido a que se encuentra en desventaja frente
a otras neuronas que si exhiben actividad, en la competencia por el territorio. A medida que
el sistema va madurando, esta competencia puede disminuir, ya que parte del sistema se
va a estar ensamblando, con gran parte del territorio tomado por neuronas WT. Como
consecuencia, a los 5 dpf observamos un aumento en la complejidad ya que aun sigue
fallando el arresto del crecimiento por falta de excitabilidad.

Por otro lado, el andlisis de las longitudes promedio recorridas por las ramas persistentes
(aquellas que se ven durante todo el registro) y transientes (recientemente formadas o a
punto de ser eliminadas) nos da una idea de la velocidad del movimiento que exhiben al
elongarse o retraerse, ya que se mide la distancia recorrida entre una adquisicion y la
préxima, 5 minutos mas tarde. Nuestros resultados muestran que las ramas transientes
silenciadas de 5 dpf recorren distancias mas cortas en promedio que las NAs WT. Mas auln,
encontramos que tanto las ramas persistentes como las transientes de los arboles
silenciados a 5 dpf, presentan movimientos mas reducidos con respecto a las ramas del
arbol inmaduro. Estas diferencias nos resultaron llamativas porque, hasta el momento, todos
los pardmetros de dinamica de crecimiento del arbol silenciado a 5 dpf imitaban los
parametros obtenidos a 3 dpf en arboles WT. Estos resultados sugieren que a 5 dpf, la
velocidad del movimiento exhibido por las ramas estaria modulado por actividad. La
estabilizacion de las ramas durante el crecimiento depende del ciclo de polimerizacion y
despolimerizacion de los microtubulos, de los haces de actina y de la interaccion entre
ambos (Lowery & Van Vactor, 2009). Existen evidencias de que las proteinas GTPasas de
la familia Rho regulan el ensamblado y la organizacion de los filamentos de actina en los

extremos en crecimientoy son activadas por el Ca?* como segundo mensajero a través de
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la activacionde la quinasa dependiente de Ca?*/Calmodulina Il (CaMKIl). Por ejemplo, RhoA
es un regulador positivo de la ramificacion axonal dependiente de la actividad en neuronas
corticales (Gomez & Zheng, 2006). Sin embargo, es necesario realizar mas experimentos

para entender a qué se deben estos cambios en la motilidad de las ramas silenciadas.

Rol del Ca?* en el crecimiento axonal

Existen evidencias de que el Ca?* cumple un rol bimodal sobre la motilidad axonal. Por un
lado, las fluctuaciones locales y agudas de Ca?* parecerian inhibir el crecimiento de las
ramas axonales (Gomez & Spitzer, 1999, 2000; Gu et al., 1994). Por otro lado, la liberacion
de Ca? mediada por IPs desde los reservorios internos es necesaria para mantener la
concentracion de Ca?* dentro de un rango 6ptimo para el correcto crecimiento de las ramas
axonales (Takei et al., 1994). Por lo tanto, distintos niveles de Ca?* parecen regular distintos
eventos celulares que conducen a efectos opuestos sobre la motilidad de las ramas
axonales en crecimiento.

Independientemente de la concentracion o la temporalidad de las transiciones de Ca?,
existe una complejidad adicional en estos mecanismos. Aungue se han observado sefiales
locales de Ca?* en los conos de crecimiento de las ramas axonales, aun se desconoce la
naturaleza precisa de los cambios funcionales de Ca?" que coordinan la motilidad. Por
ejemplo, las sefiales endégenas de Ca?*, que a su vez activan algunos efectores, podrian
ocurrir dentro de microdominios 0 nanodominios, lo que podria ser importante para la
transduccion de diferentes sefiales localizadas. Los nanodominios y microdominios
(transientes de Ca?* generados por el influjo a través de canales Unicos o agrupados en
clusters) generan sefiales localizadas en las células que dependen del movimiento de Ca?
a través del citoplasma, y estan limitadas por mecanismos homeostaticos, como los buffers
citoplasmaticos, las bombas y transportadores de membrana, que afectan el curso temporal

y la magnitud de la sefial (Augustine et al., 2003). Muchos de estos eventos de sefializacion
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local de Ca?*son indetectables con técnicas estandar de imagenes de fluorescencia, aunque
se ha demostrado experimentalmente que median importantes procesos fisiologicos
(Bolsover, 2005). Es decir, existe una selectividad de las sefiales de Ca? que esta
restringida a la cercania de sus efectores rio abajo. El Ca?* regula las proteinas que
participan en la organizacion y movimiento de los filamentos de actina, la formacion de sitios
de adhesion vy el trafico de vesiculas (Brown & Bridgman, 2004; Chang & Di Camilli, 2001).
Ademas de la regulacion del citoesqueleto, el Ca?* también regula la sintesis y degradacion
de proteinas localmente en los conos de crecimiento en respuesta a las sefiales gatilladas
por moléculas guias (Spira et al., 2001; Zheng & Poo, 2007). Sin embargo, sefiales de Ca?*
mas extensas también promueven la repulsion local en el extremode las ramas haciéndolas
desviar de su eje de crecimiento (Gomez et al., 2001). De esta manera, las sefiales de Ca?*
pueden promover la repulsién o estabilizacion dependiendo de extension en el espacio
intracelular.

Las vias de sefializacion molecular en las neuronas en desarrollo son inmensamente
complejas, esenciales para la conformacion de un sistema funcional final. Este proceso
involucra una serie de interacciones dinAmicas y precisas que permiten el correcto
establecimiento de las redes neuronales. Recientemente, se ha reconocido que la actividad
neuronal no solo es un componente adicional, sino un agente crucial en la correctaejecucion
de muchos de estos procesos. La comprension del papel de la actividad requiere enfoques
cada vez mas precisos y detallados. Para abordar estas cuestiones, es fundamental utilizar
modelos experimentales que sean relativamente simples y faciles de manipular. Estos
modelos deben permitir el uso de herramientas genéticas y farmacologicas, asi como
estudios in vivo que faciliten la observacion detallada y controlada de los fenémenos en
cuestion. En este contexto, el modelo de LLP de pez cebra se presenta como una opcion
altamente efectiva para el estudio de la actividad neuronal en el desarrollo de sistemas
sensoriales.

En nuestro estudio, hemos demostrado que en las NAs de la LLP del pez cebra, la disrupcion

de la excitabilidad neuronal lleva a anomalias significativas en el correcto ensamblado,
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arquitectura y maduracion de los arboles axonales. Estos hallazgos subrayan la importancia
de la actividad neuronal en el desarrollo morfologicoy funcional de los sistemas sensoriales,
y destacan la relevancia del pez cebra como modelo para futuras investigaciones en este

campo.
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Conclusiones

o El silenciamiento de la AEE en NAs Unicas tiene como consecuencia
alteraciones en el crecimiento de los arboles axonales centrales, tanto en
estadios inmaduros como maduros de la LL, exhibiendo un déficiten el area

de cobertura sobre el cerebro medio.

o Los arboles axonales silenciados presentaron alteraciones en el numero de
varicosidades, sugiriendo que la AEE es necesaria para el establecimiento de

las conexiones con neuronas de segundo orden en el cerebro medio.

o El silenciamiento de la AEE afecta los procesos de elongaciény retraccion,
alterando la estabilidad y maduracion de las ramas de los arboles axonales

de las NAs.

o La complejidad de los arboles axonales de las NAs en desarrollo esta
modulada por la AEE, ya que esta es necesaria tanto para el arresto de la
formacidon de ramas como para el mantenimiento de las mismas en estadios

inmaduroy madurode la LL.
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Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron individuos transgénicos dobles Tg[Brn3c:Gal4;UAS:GcAMP7a] (Xiao & Baier,
2007; Muto et al., 2013) que expresan el sensor de calcio (Ca?*) genéticamente codificado
GCaMP7aen CCs. Brn3c es una region promotora reconocida por el factor de transcripcion
POUA4f3, proteina de la familia de los dominios POU, altamente conservada en vertebrados.
En el pez cebra, el factor de transcripcidon POU4f3 se expresa especificamente en CCs
maduras del oido y en neuromastos (DeCarvalho et al., 2004). Por ultimo, GCaMP7a es una
proteina de la familia de los GECls (por sus siglas en inglés genetically encoded calcium
indicators) que funciona como un sensor biolégico de Ca?'. La proteina GCaMP esta
formada por una fusion entre la proteina fluorescente GFP, calmodulina (CaM) y el péptido
M13. GFP es una proteina fluorescente que, al ser irradiada por un laser de entre A =470y
A =500 nm, emite luz en un rango de A = 510 a A = 550 nm. CaM es una proteina que tras
unir Ca?*, cambia su conformaciény puede asociarse al péptido M13. Cuando esto sucede,
GFP se activa'y emite fluorescencia, de lo contrario, permanece inactiva. Finalmente, este
mecanismo, de manera poblacional, depende directamente de la concentracién de Ca?".
Debido a ello, cambios en la intensidad de fluorescencia emitida por GCaMP7a nos permite
inferir cambios en la concentracion intracelular de Ca?*.

Los estadios elegidos para la caracterizacion de los patrones de actividad espontanea
fueron de 3, 4, 5y 6/7 dpf y aquellos a los que se les realizé incubacion con drogas fueron
de 3y 6/7 dpf.

Preparacion de larvas para el reqistro in vivo de imagenes de

Ca?t

Las larvas Tg[Brn3c:Gal4;UAS:GcAMP7a] fueron seleccionadas a los 3 6 4 dpf bajo una
lupa de epifluorescencia (MZ10F, Leica), buscando la expresion de GCaMP7aen la vesicula
Gtica y los neuromastos.

El dia de registro, las larvas fueron anestesiadas con metasulfonato de tricaina 0,02% en
E3, colocados de manera lateral y fijados con sujetadores de alambre de tungsteno de 0.05
mm de diametro sobre una camara de registro de 5 ml de capacidad con un piso de
SYLGARD® 184 (Sigma-Aldrich). Se realizaron dos incisiones para fijar a las larvas: una en
la cabeza (entre el ojo y la vesicula 6ética) y otra en la cola (entre los neuromastos primarios
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LI.4 y LI5) tal comoindica la Figura 39. Previamente a la fijacion de las larvas, las puntas
de los alambres de tungsteno fueron afiladas con un sistema de oxido-reduccién formado
por un circuito cerrado entre una bateria de 9V y una solucion de NaOH 5M, con el fin de
lograr un extremo de entre 0,025 y 0,035 mm de diametro (Lukasz & Kindt, 2018).

Figura 39: (A) Esquema de la cdmara de registro utilizada para la adquisicion in vivo de
imagenes de Ca?*, compuesta por un piso de SYLGARD® donde las larvas de 3 a 7 dpffueron
ubicadas de a dos individuos por registro. (B) Representacion de una larva de 5 dpf, donde
se observan los neuromastos en verde. Las larvas se fijaron con sujetadores de alambre de
tungsteno previamente afilados en dos ubicacionesalo largo delcuerpo (puntos azules). Los
registros de Ca?* se realizaron sobre los neuromastos primarios LI.1 y LI.2 (cuadrados
punteados).

Para suprimir el movimiento del pez durante el registro de imagenes, se inyecto, 1.5 o 3 nl
(para larvas 3-5 dpf y 6-7 dpf, respectivamente) de a-bungarotoxina (a-BTX) 300 uM dentro
del corazon (Lukasz & Kindt, 2018). a-BTX es una toxina que se une irreversiblemente al
receptor colinérgico nicotinico muscular, inhibiendo el movimiento de los musculos
esqueléticos (Nirthanan & Gwee, 2004). Por otro lado, a-BTXbloquea al NnAChR a9 presente
en la sinapsis eferente de la LL del pez cebra (Carpaneto 2021), pero dicha union es
reversible (Trapani & Nicolson, 2010). Por estos motivos, esta técnica resulta adecuada para
realizar estudios en la LL sin afectar el funcionamiento normal de las CCs.
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Estudio de la actividad eléctrica espontanea a través de

imagenes de Ca?* (Imaqging de Ca)

Los estadios elegidos para el estudio de actividad eléctrica en las células ciliadas del
neuromasto fueron de 3 a 7 dpf. En todos los casos, los registros se realizaron sin aplicacion
de estimulos para captar la actividad espontanea de las CCs, en el medio Neuronal Buffer
(NB) (en mM: NaCl 140; KCI 2; CaClz 2; MgCl: 1; HEPES buffer 10, pH 7.3) (Lukasz & Kindt,
2018).

Se registraron Unicamente los neuromastos LI.1 y LI.2 por individuo (Figura 4X). Luego de
localizar el neuromasto a estudiar, se eligid un plano focal que permitié visualizar la mayor
cantidad de CCs posible (Figura 40A). Todas las imagenes fueron adquiridas en un
microscopio confocal Leica TCS SPE con un objetivo de inmersion en agua 40X y NA = 0.8.
La configuracion de adquisicion se establecié mediante el software LAS X (Leica Application
Suite X)y el eje X,Y,t se fijé con una profundidad de intensidad de fluorescencia de 12 bits.
Se ilumind a la larva con un laser de A = 488 nm y se tomdé 1 imagen cada 0.243 seg (4.11
Hz) durante 5 minutos. El espectro de emision detectado fue entre A = 500 y A = 550 nm y
la resolucion de cada una de estas imagenes fue de 128 x 128 pixeles.

Procesamiento de las imagenes

Las imagenes de fluorescencia fueron procesadas utilizando la distribucion FIJI del software
ImageJ (Rueden et al., 2017; Schindelin et al., 2012).

Debido a la presencia de movimientos peristalticos lentos en el intestino del pez (que no son
bloqueados con la aplicacion de a-BTX en el corazdn), la preparacion sufrié ligeros
desplazamientos en el eje dorsoventral (eje Y de la adquisicion), que fueron corregidos
previo al andlisis de las imagenes de fluorescencia mediante la aplicacion del plugin
Template Matching. Dicho plugin permite realizar un alineamiento de una estructura definida
por su intensidad de luz con una resolucién subpixel para lograr una imagen estable. Los
neuromastos que, luego de ser corregidos, presentaron alguna fluctuacionen el eje Z fueron
descartados.

En cada adquisicion se identificaron las CCs y se las estudié individualmente, delimitando
regiones de interés (ROIs) con la herramienta de seleccion a mano alzada (Figura 40B,
40C). Se evit6 el solapamiento de dichos ROIs mediante la comparacion de los perfiles de

fluorescencia de manera individual.
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El fondo, o background (bg), es una porcién de la adquisicion donde no hay moléculas
fluorescentes y solo aporta ruido al sistema en estudio. Por ello, para el procesamiento de
las fluctuaciones de Ca?*, a cada ROl se le rest6 el valor del bg a su respectiva imagen.

B C

Figura 40: (A) Vista lateral de las CCs de un neuromasto expresando el sensor de Ca?%
GCaMP7a. Parala adquisicién, el objetivo estd ubicado en la parte dorsal del neuromasto. (B)
Vista del plano elegido en el microscopio confocal donde se observa un corte transversal de
las CCs enverde. Elntcleo de la célula estd representado como un circulo mds oscuro ya que
la proteina GCaMP7a se encuentra en el citosol de la célula. (C) Regiones de interés (lineas
amarillas) con su respectivaidentificacién, marcando elnimero de CCs (1 - 14, en elejemplo)
y el background (bg).

Luego, se observo el perfil de fluorescencia del neuromasto completo para observar si habia
un decaimiento general de la actividad causado por la pérdida de la capacidad poblacional
de las moléculas de GCaMP7a de emitir fluorescencia (bleaching). De ser necesario, se
aplico el plugin Bleach correction en la configuracion Exponencial fit (Miura, K., 2020), el
cual ajusta el decaimiento a una ecuacion exponencial del tipo y = a x e~?*+ ¢ y permite
corregir la caida tal como vemos en la Figura 41.

Luego de la correccion por bleaching, se obtuvo la intensidad de fluorescencia promedio de
cada ROI (f). La intensidad de fluorescencia promedio del bg (fog) Se obtuvo a partir de la
adquisicién original. Se calcul6 el valor de fluorescencia promedio (F) final para cada ROI,
siendo F = f — f,4. Las imagenes correspondientes a los primeros 10 puntos temporales
(frames) fueron removidas del andlisis, quedandonos con una serie temporal de 1247

valores (=300 seg).
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Figura 41: (A) Grafico de intensidad de fluorescencia en funcidén del tiempo antes de la
correccion por decaimiento. (B) La herramienta Bleach Correction ajusta una curva
exponencial (linea azul) al perfil original (puntos rojos). (C) Perfil de fluorescendia
normalizado luego de la correccion.

Determinacion deunalineade base dinamica (Fo)

Unade las mayores dificultades de este andlisis fue elegir una linea de base (Fo) 6ptima con
la cual normalizar los valores de actividad (AF/Fo) para posteriormente compararlos. En
términos generales, al analizar adquisiciones de actividad eléctrica evocada, Fo se suele
calcular sobre un segmento del registro anterior al estimulo; sin embargo, dada la naturaleza
de las sefiales estudiadas en esta tesis (actividad espontdnea), el primer tramo de la
adquisicién tiene las mismas probabilidades de tener actividad que cualquier otro punto del
registro. Es decir, no podemos utilizar un punto especifico en el tiempo para definir Fo.

Dada la compleja dinAmica que presentaron los registros de las transiciones espontaneas
de Ca?* en CCs, se opt6 por implementar el programa Toolbox de codigo abierto en lenguaje
Matlab (Romano S. et al., 2017), que ofrece una serie de algoritmos de segmentacion,
procesamiento y deteccion que se adapta a distintas series de datos segun la necesidad del
usuario. Dicho programa nos permitié discriminar entre la actividad generada por la CCy la
fluorescencia basal para cada ROl en funcién del tiempo (Fo(t)). Para estimar Fo(t), se calculd
el percentil 5 de fluorescencia F utilizando una ventana temporal movil (Twd = 1.5 seg) que

se desliz6 a lo largo de toda la duracion de los registros. De esta manera, se obtuvo una
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estimacion robusta y suavizada de la linea de base de fluorescencia a lo largo del tiempo,
gue fue crucial para la posterior discriminacion de actividad con diferentes perfiles

temporales mas rapidos.

Estimacion delruido del sistemay umbral de deteccién

Para realizar la estimacion del ruido de fluorescencia basal (o), el Toolbox primero realiza
un ajuste Gaussiano de los valores negativos de AF/Fo para cada registro individual de CC
(Figura 42A). Estas fluctuaciones negativas son dominadas por el ruido de registro (ya que
la actividad exhibida por la CC induce fluctuaciones positivas), por lo que la desviacion
estandar o de la gaussiana ajustada nos permite caracterizar una escala de magnitud del
ruido de cadaregistro de CC. Esta escala de ruido por si sola no fue suficiente para estimar
un umbral estatico que nos permita detectar la actividad de forma robusta. Por lo tanto, se
decidio inferir un umbral sobre la dinamica temporal de los registros. Para ello, con el valor
de 0 de cada CC se realizé una transformacion z-score de los registros de fluorescencia de
todos las CCs, lo que permite adaptar cada registro de CC a su nivel de ruido individual.
Para analizar la dinamica temporal del conjunto de datos, se toma un punto temporal “i” de
cada registro transformado en z-score, y se lo compara con el subsiguiente “i+1” (Figura
42B). Los puntos que se ubican lejos de la distribucién de ruido (una distribucion gaussiana
bivariada de z-score con varianza 1 y media 0) son considerados “actividad” (Figura 42C).
Esta metodologia permite entonces detectar, de formaadaptada a las caracteristicas propias
de cada registro, dinamicas temporales que no pueden ser explicadas por un ruido
gaussiano. Para clasificar los puntos del registro que tienen menor probabilidad de ser parte
de la poblacién de ruido y que por consiguiente serdn tomados como actividad (puntos en la
region amarilla de la Figura 42B), se establecié un umbral de confianza de 99% en base a
las distribuciones de probabilidad inferidas en la Figura 42C.

Comoresultado, el Toolbox nos devuelve dicho umbral dindmico de deteccion en formade

matriz de O y 1 (raster), representando ausencia y presencia de actividad, respectivamente.
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Figura 42: (A) Histograma representativo de las fluctuaciones de intensidad de fluorescenda
(AF/F,) paraun ROI. La linea negramuestrala distribucion de los valoresrealesde AF/Fyy la
linea azul punteada muestra un ajuste Gaussiano de los valores negativos de AF/F, para la
estimacion de o. Los valores de AF/F, correspondientes al solapamiento de las dos curvas
(zona violeta) se definieron como ruido. El area rosada incluye los valores de actividad
(Adaptadode RomanoS. etal., 2017). (B) Grafico de dispersién de ladiferencia de intensidad
de fluorescencia en un punto del tiempo (i) con su punto subsiguiente (i+1). (C) Mapa de
densidad de probabilidad del modelo de ruido (distribucién arredondeada centrada en el
origen) superpuesto sobre el mapa de densidad de probabilidad para los puntos en B (que
muestra una cola que se extiende alo largo de la diagonal, donde se encuentran los registros
de actividad que no pueden serexplicados porelruido). Laescala de pseudocolor representa
el valor de probabilidad para dicha distribucion.

Determinacion de la magnitud promedio de actividad

La magnitud promedio, en todos los casos, se determiné como el area bajo la curva de

aquellos valores de AF/Fo que representaron actividad, dividido por el tiempo total del

registro. Para dicho calculo, se sumaron los valores de AF/Fo cuyo raster era equivalente a

1.
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Para el estudio de magnitud total promedio se realizd6 una primera rectificacion de cada
registro con una Twd = 15 seg. Las CCs consideradas activas fueron aquellas cuyamagnitud
total fue > 1.5 %. El porcentaje de CCs activas por NM se determiné dividiendo la suma de
las CCs activas por el nimero total de CCs por NM.

Discriminacion de las sefiales de Ca?* con diferentes perfiles
temporales

Eventos rapidos (o picos): Los registros originales obtenidos de las adquisiciones de
imagenes de Ca?* (Figura 43A) se procesaron en el Toolbox definiendo una Twd = 1.5 seg
(Figura 43B). El Fo(t) obtenido fue utilizado para el célculo de AF/Fo. A partir de esta
normalizacion, el programa nos devolvid la deteccion de eventos individuales de Ca?* por
CC (Figura 43C) con su respectiva amplitud y duracién. Para minimizar el ruido generado
por registros con baja fluorescencia basal, decidimos quedarnos con picos cuya duracion
fue mayor a 1 segundo (es decir, mas de 3 adquisiciones). De esta manera, mediante
codigos personalizados en Python, se determind la frecuencia de eventos rapidos de Ca?*
para cada tratamiento (nimero de eventos dividido por el tiempo total de registro), la
amplitud y duracién de picos promedio por CC. Dichos valores fueron promediados para
obtener un sélo valor de cada parametro por NM. La funcion de Fo(t), por otro lado, fue
guardada para el procesamiento y posterior estudio de las sefiales lentas.

Eventos lentos (u olas): La funcién de Fo(t) obtenida anteriormente fue utilizada como
registro de sefales lentas (ya sin presencia de picos). Se procesdé en el Toolbox
nuevamente, definiendo una Twd = 15 seg para rectificarla sefial y a partir de ello, se obtuvo
un nuevo Fo(t) (Figura 43D), el cual se utilizd para normalizar la sefial y realizar la deteccion
de actividad (Figura 43E). A partir de estos resultados se calcul6 la magnitud promedio como
se explico anteriormente.
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Figura 43: Representacion delprocesamiento de los registros de imaging de Ca. (A) Perfilde
fluorescencia (F) representativo en funcidn del tiempo de una CC conteniendo eventos de
actividad de distintas frecuencias. (B) Procesamiento del registro original en el Toolbox con
una Twd = 1.5 seg. Se muestra el Fy(t) (linea azul) utilizado para el calculo de AF/F,para
eventos rapidos. (C) Perfil de fluorescencia normalizado (AF/F) en funcién del tiempo para
eventos rapidos. (D) El Fy(t) obtenido con Twd = 1.5 seg (linea azul en B) fue utilizado para
estudiarlas fluctuaciones lentas de Ca. Estos datos fueron procesados en el Toolbox con una
Twd = 15 seg. (E) Perfil de fluorescencia normalizado (AF/F,) en funcién del tiempo para
eventos lentos. (C, E) Las lineas rojas representan aquellas porciones del registro
consideradas como activas.
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Estudio farmacoldgico de la modulacion de la actividad eléctrica

espontanea

Las adquisiciones para evaluar modulacion de la actividad eléctrica espontanea fueron
hechas con drogas disueltas en la solucion de registro NB. Para facilitar la entrada de los
compuestos de interés alas CCs de peces cebra intactos, se suplemento el medio NB con
dimetilsulfoxido (DMSO) 0.1% (Xiong et al., 2016). EI DMSO se utilizé solo en el momento
de las adquisiciones ya que la exposicion prolongada, aun a concentraciones de hasta
0.01%, altera la actividad locomotora de las larvas si es suministrada desde estadios
tempranos del desarrollo (Chen et al., 2011). En todos los casos, las adquisiciones fueron
realizadas en ausencia y en presencia de la droga de manera consecutiva.

En primer lugar, las larvas fueron preincubadas en NB + DMSO 0,1% por 5 minutos y a
continuacion se realizé una primera adquisicion en ausencia de droga. Posteriormente, se
agrego la droga en estudio en el medio NB + DMSO 0,1% y las larvas fueron incubadas en
dicha solucion durante 15 minutos. Finalmente, se realizd la adquisicion en presencia de la
droga. La duracion total del protocolo arriba descrito fue de aproximadamente 1 hora por
placa de registro.

Con el finde comparar los niveles de Ca registrados en ausencia y en presencia de la droga
en el mismo neuromasto, se utilizaron los mismos parametros de adquisicion (intensidad del
laser, apertura del pinhole, potencia del fotomultiplicador y factor de zoom digital) en ambos
registros.

Drogas

Las siguientes sales y drogas fueron adquiridas de Sigma-Aldrich (Argentina): NaCl, CaClz,
KCI, MgSOs4, HEPES, isradipina, DMSO. Apamina y a-bungarotoxina fueron adquiridas de
Alomone Labs©. MRS 2500 y PPADS fueron adquiridas de Tocris Bioscience®. Las
concentraciones utilizadas de a-bungarotoxina, apamina, PPADS, MRS2500 e isradipina fue
de 10 uM.

Unidades experimentales y analisis estadistico

Para los experimentos con NB: Nasapt = 173 células (21 NM), Nadpt = 120 células (12 NM),
Nsdpt= 110 células (8 NM), Ne-7dpr= 130 células (9 NM).
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Para los registros control con DMSO: Naapt = 56 células (10 NM), N7apt = 47 células (5 NM).
Para la incubacion con: a-bungarotoxina: Nadpr= 50 células (12 NM), Ne-7apt = 178 células (12
NM); apamina: Ne-7apt = 45 células (4 NM); MRS 2500: Ne-7apt = 45 células (7 NM); PPADS:
Ne-7apt = 49 células (6 NM); isradipina: Nadpt = 36 células (6 NM), Nzapt = 40 células (3 NM).

El calculo de frecuenciade eventos y los valores de magnitud promedio por NM se realizaron
a través de codigos personalizados escritos en Python.

El andlisis estadistico y los graficos se realizaron en el programa GraphPad Prism 8.0. Para
las comparaciones estadisticas pareadas entre dos grupos se utilizé el test pareado de T,
en los tratamientos cuyos datos cumplian con una distribucién normal y homogeneidad de
varianzas segun el test de Fisher. Para datos que no cumplian estos supuestos, se aplico el
test de Wilcoxon (o Wilcoxon signed-rank test).

Por otro lado, para la comparacion no pareada de mas de dos grupos se realiz6 el test de
ANOVA de una via en todos los casos. A los datos que no cumplieron con el test de
homogeneidad de varianzas de Bartlett, se les aplico la correccionde Welch al andlisis. Para
las pruebas post hoc de comparaciones multiples se aplico el test de Tukey, para datos que
cumplieron con los test de homogeneidad de varianzas, o el test Games-Howell, para datos
gue no cumplieron con el test de homogeneidad de varianzas.

La significancia estadistica se reporta en todos los casos con un a < 0.05.
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Resultados

Caracterizacion de los patrones de actividad eléctrica

espontanea expresada en CCs de LL en desarrollo

Con el objetivo de caracterizar los patrones de AEE que exhiben las CCs en distintos
estadios del desarrollo, realizamos adquisiciones in vivo en larvas intactas de 3, 4, 5y 6/7
dpf que expresan el sensor de calcio (Ca?*) genéticamente codificado GCaMP7aen el citosol
de las CCs maduras de los NMs y detectamos las fluctuaciones transitorias de calcio
presentes en el sistema. Analizamos las regiones de interés (ROIs) de cada una de las CCs
que componen el NM (ver “Materiales y Métodos”) y fuimos capaces de encontrar AEE en
todos los estadios estudiados (Figura 44).

Cuantificamos la magnitud total promedio de las sefiales de Ca?", en NMsde 3 a 7 dpfy
encontramos un maximo a los 4 dpf seguido por una bajada a los 5 dpf. (Figura 45A.
(%AF/Fo), 3 dpf: 2.42 £ 0.29, Nadwpi=21; 4 dpf: 4.43 £ 0.47, Nagpi=12; 5 dpf: 1.97 £ 0.31,
Nsap=8; 6/7 dpf: 4.15 + 1.06, Nerdapt=9; ANOVA de una via con correccién de Welch,
**p=0.0023). Este aumento en la magnitud se debe, en parte, a que a los 4 dpf los NMs
presentan un mayor numero de células activas, evidenciando un mayor reclutamiento de
CCspor NM (Figura 45B, 3 dpf: 0.41 + 0.040, Nagp=21; 4 dpf: 0.56 + 0.034, N4ap=12; 5 dpf:
0.38 £ 0.047, Nsapr=8; 6/7 dpf: 0.40 + 0.062, Ne7apt=9; ANOVA de una via con correccién de
Welch, *p=0.0157).

Ademas, al analizar los registros hechos sobre las CCs a distintos dias, encontramos que
los aumentos transitorios en la concentracion intracelular de Ca?* estan compuestos por 2
tipos de eventos con dinamicas temporales diferentes. Por un lado, observamos sefiales de
Ca?* caracterizadas por subidas y bajadas suaves, de varios segundos de duracion, a las
cuales denominamos transientes lentos u olas de Ca?*. Por otro lado, evidenciamos eventos

mas rapidos, caracterizados por un aumento y un decaimiento mas pronunciado de la sefial
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de Ca?*, a los cuales denominamos transientes rapidos o picos de Ca?*. Debido a que las
sefiales rapidas encontradas en estas células no fueron descritas anteriormente, analizamos

los dos componentes del registro por separado discriminando sus frecuencias (Figura 46).
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Figura 44: Registro representativo de las transiciones de Ca%* detectadasenun NM a 3 dpf.
(A) Serie de imagenes a distintos tiempos de un NM que expresa GCaMP7a en CCs (gris).
Cada célula esta identificada con un nimero. Las elevaciones en la concentracién de Ca*
estan representadas por un heatmap en escala de pseudocolor donde los colores mas
oscuros corresponden a valores de fluorescencia menoresy los mas claros a valores de
fluorescencia mayores (panel izquierdo). Barra de escala: 5 pum. (B) Registros
representativos de las elevaciones transitorias de Ca* normalizados (AF/F,) para cada CC
enumeradaenA.
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Figura 45: Alos 4 dpf, los NMs exhiben un maximo en la magnitud de AEE explicada, en
parte, por un aumento en la proporcién de CCs activas. (A) Magnitud total promediode la
actividad detectada a distintos tiempos del desarrollo. (B) Proporcidon de células activas
(aquellas que presentan una magnitud> 1.5%). Las barras representan la media de los datos
+ SEM y cada punto representa un neuromasto. (A) ANOVA de una via con correccién de
Welch, **p=0.0023, testde Games-Howell post hoc. 3vs 4: *p=0.020; 4 vs 5: **p=0.0019;
5 vs 6/7: p=0.261. (B) ANOVA de una via con correccién de Welch, *p=0.0115, test de
Tamhane posthoc.3 vs 4: *p=0.020; 4 vs 5: *p=0.0241; 5 vs 6/7: p=0.988.

Nos preguntamos si estos componentes de la actividad espontdnea que exhiben las CCs
varian a lo largo del desarrollo. Procesamos los registros discriminando los eventos lentos y
rapidos (ver “Materiales y Métodos”) y calculamos la magnitud promedio para cada caso. La
magnitud promedio de los transientes lentos presentd un perfil similar a la magnitud total,
exhibiendo un maximo a los 4 dpf que luego desciende a los 5 dpf (Figura 47A. (%AF/Fo), 3
dpf: 3.28 £ 0.28, Naapi=21; 4 dpf: 5.65 £ 0.54, Nagpi=12; 5 dpf: 2.38 £ 0.46, Nsapi=8; 6/7 dpf:
4.98 + 0.91, Nei7api=9; ANOVA de una via con correccion de Welch, **p=0.0014). Al analizar
la magnitud promedio de los transientes rapidos, observamos un aumento a los 4 dpf, que
se sostiene hasta los 6/7 dpf (Figura 47B. (%AF/Fo), 3 dpf: 0.25 + 0.045, Nswpi=21; 4 dpf:
0.68 £ 0.11, Naapr=12; 5 dpf: 0.36 + 0.092, Nsdpi=8; 6/7 dpf: 0.52 + 0.13, Ne7ap=9; ANOVA de

una via con correccion de Welch, *p=0.0228).
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Figura 46: Serie de imagenes representativas a distintos tiempos de un NM a 6 dpf que
expresa GCaMP7aen CCs(gris). Las elevacionestransitorias de Ca?* estan representadas
por un heatmap en escala de pseudocolor siendo los colores mas oscuros valores de
fluorescencia menores y los mas claros valores de fluorescencia mayores (panel
derecho). Cada CCesta identificada por un nimero. Barrade escala: 5 um. (B-D) Curvas
temporales de la actividad de Ca%* (AF/F,) para cada CC enumerada en A. (B) Perfil de
actividad total de Ca?*. (C) Perfil del componente lento de la actividad de Ca2*. (D) Perfil
del componente répido de la actividad de Ca?*.
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Figura 47: El aumento de la magnitud de AEE en CCs a los 4 dpf esta dado por elaumento
en la magnitud de transientes tanto lentos como rapidos. (A-B) Magnitud promedio de
transientes (A) lentos y (B) rdpidos a distintos tiempos del desarrollo expresada en
porcentaje. Las barras representan la mediade los datos £ SEMy cada punto representa
una neuromasto. (A) ANOVA de una via con correccién de Welch, **p=0.0014. Test de
Games-Howell post hoc. 3vs 4: **p=0.0053; 4 vs 5: **p=0.0011; 5 vs 6/7: p=0.102. (B)
ANOVA de unavia con correccion de Welch, *p=0.0228. Test de Games-Howell post hoc.
3vs4: *p=0.0244; 4 vs 5: p=0.236; 5vs 6/7: p=0.759.

Con el finde caracterizar mas en profundidad el componente rapido de la AEE, calculamos
la frecuencia, amplitud y duracion promedio de los eventos rapidos por NM, a distintos dias
del desarrollo. No encontramos diferencias significativas ni en la frecuencia (Figura 48A,
(eventos/s), 3 dpf: 0.0073 + 0.0012, Nadapr=21; 4 dpf: 0.011 + 0.0015, Nadpr=12; 5 dpf: 0.011
+0.0027, Nsapr=8; 6/7 dpf: 0.0076 + 0.0013, Ne7ap=9; ANOVA de una via, p=0.288) ni en la
duracién promedio de los eventos rapidos en los estadios estudiados (Figura 48B, (seg), 3
dpf: 2.08 £ 0.095, Nsap=20; 4 dpf: 2.07 = 0.102, Nadpr=12; 5 dpf: 2.02 + 0.078, Nsapi=8; 6/7
dpf: 2.42 £ 0.15, Nerap=9; ANOVA de una via con correccion de Welch, p=0.162). Sin
embargo, encontramos un aumento significativo en la amplitud promedio por NM a los 4 dpf
(Figura 48C, (AF/Fo), 3 dpf: 0.172 + 0.011, Naapi=21; 4 dpf: 0.264 = 0.020, Nadpi=12; 5 dpf:
0.164 + 0.010, Nsapr=8; 6/7 dpf: 0.278 + 0.045, Ne7apt=9; ANOVA de una via con correccion

de Welch, **p=0.001).
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En resumen, nuestros resultados evidenciaron la presencia de AEE en las CCs de la LLP
en estadios tempranos del desarrollo, desde los 3 hasta los 7 dpf. Dentro de los registros
obtenidos de las transiciones de Ca?*, se diferenciaron 2 tipos de eventos con patrones
temporales diferentes, los cuales fueron analizados por separado. Encontramos un maximo
de magnitud promedio de actividad a los 4 dpf explicado por un aumento en el reclutamiento
de células activas y en la magnitud promedio de transientes tanto lentos como rapidos por
NM. Ademas, evaluamos los transientes rapidos de Ca?* a lo largo del desarrollo y
observamos un aumento en la amplitud promedio de estos eventos por NM a los 4 dpf,

mientras que de la frecuenciay duracién permanecieron constantes.
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Figura 48: La amplitud promedio de los transientes rapidos de Ca?* aumentaa los 4 dpf,
mientras que la frecuenciay la duracidn promedio se mantienen constantes entre los 3
y los 7 dpf. (A) Frecuencia, (B) duracidon promedio y (C) amplitud promedio de
transientes rapidos de Ca?*. Las barras representan lamedia de los datos * SEM y cada
punto representa un NM. (A) ANOVA de una via, p=0.281. (B) ANOVA de una via con
correccion de Welch, p=0.162. (C) ANOVA de una via con correccién de Welch,
**p=0.001. Testde Games-Howell posthoc.3 vs 4: **p=0.0041; 4vs 5: **p=0.002; 5 vs
6/7: p=0.127.
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Modulacion de la actividad eléctrica espontanea expresada por

las CCs de la linea lateral en desarrollo

La AEE expresada en CCs inmaduras ha sido estudiada en el sistema auditivo de
mamiferos. Dicha actividad es crucial tanto para la supervivencia neuronal como para la
formacion, el refinamiento y el mantenimiento de los mapas tonotopicos. Trabajos anteriores
han demostrado la importancia de la sefializacion tanto colinérgica como purinérgica en la
modulacion de la AEE expresada por las CCs en desarrollo (Babola et al., 2021; Ceriani et
al., 2019; Clause et al., 2014; Holman et al., 2019; Kersbergen et al., 2022; Tritsch et al.,
2007).

Con el objetivo de determinar si el sistema colinérgico y/o purinérgico modulan la AEE
expresada por las CC de la LLP en desarrollo, realizamos experimentos de imaging de Ca
en presencia de drogas antagonistas colinérgicas o purinérgicas a 6/7 dpf. En este estadio,
el sistema de LLP se encuentra maduro y exhibiendo eventos de AEE. Todos los registros
se realizaron en presencia de DMSO 0.1% (ver “Materiales y Métodos”).

El primer paso consistié en realizar experimentos control en presencia de DMSO 0.1% a 3
y 7 dpf, con el fin de descartar posibles cambios en los parametros de interés a lo largo del
tiempo durante el cual se ejecutd el protocolo (Figuras 49 y 50, Tabla 1). No observamos

cambios en ninguno de los parametros estudiados.
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Figura 49: El DMSO0 0.1% no afectalas sefiales de Ca?* expresadasen CCsdela LL a 3 dpf. (A)
Registros representativos de Imaging de Ca en una CC que expresa GCaMP7a a 3 dpf. (a)
Perfil de actividad total en una CC sin estimulacién externa, (b-c) perfilde los componentes
de actividad correspondientes alos transientes lentosy rapidos. DMSO 1 y DMSO 2 refiere a
dos adquisiciones de la misma CC con un intervalo de 20 minutos entre ambas. (B-D)
Cuantificacion de la magnitud promedio (B) total, (C) de transientes lentos y (D) de
transientes rapidos expresada en porcentaje. (E-G) Cuantificacién de la frecuencia, (F)
duracién promedioy (G) amplitud promedio de transientes rapidos. Cada punto representa
un NM. Test de Wilcoxon, (B) p=0.557, (C) p=0.375, (D) p=0.570, (E) p=0.0742. N=10 (F-G)
Testpareadode T, (F) p=0.306, (G) p=0.0718. N=9.
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Figura 50: El DMSO 0.1% no afectalas sefiales de Ca?* expresadaen CCsdelaLLa 7 dpf. (A)
Registros representativos de Imaging de Ca en una CC que expresa GCaMP7a a 7 dpf. (a)
Perfilde actividad total en una CC sin estimulacién externa, (b-c) perfil de los componentes
de actividad correspondientes alos transienteslentosy rapidos. DMSO 1 y DMSO 2 refiere
a dos adquisiciones de la misma CC con un intervalo de 20 minutos entre ambas. (B-D)
Cuantificacion de la magnitud promedio (B) total, (C) de transientes lentos y (D) de
transientes rapidos expresada en porcentaje. (E-G) Cuantificacién de la frecuencia, (F)
duracién promedioy (G) amplitud promedio de transientes rapidos. Cada punto representa
un NM. (B-G) Test de Wilcoxon, (B) p=0.625, (D) p=0.125, (D) p>0.999, (E) p=02502, (F)
p=0.438, (G) p>0.999. N=5.
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3 dpf 7 dpf
DMSO 1 DMSO 2 p valor DMSO 1 DMSO 2 p valor
Magnitud total (%AF/Fo) 3.16(289) |, 5y (2.75) 0557 1 4 47 (0.80) | 1.06 (0.66) 0.625
(ns) (ns)
Magnitud Lentos (%AF/Fo) | 3.02 (3.36) | 2.99 (1.44) 0(‘:)5 3.01(1.49) | 2.17 (0.88) O('rlé)s
Magnitud Rapidos 0.267 0.344 0.570 0.083 0.059 >0.999
(%AF/Fo) (0.534) (0.455) (ns) (0.083) (0.035) (ns)
Frecuenciarapidos 0.0104 0.00928 0.0742 0.0043 0.0022 0.250
(eventos/seg) (0.011) (0.0104) (ns) (0.0033) (0.0011) (ns)
Duracion promedio 226+0.12* | 240+008* | %% | 200(041) | 1.90(1.04) | 0438
rapidos (seg) (ns) (ns)
Amplitud promedio 0.133+ 0.150 0.0718 0.117 0.130 >0.999
rapidos (AF/Fo) 0.008* 0.012%* (ns) (0.070) (0.057) (ns)

Tabla 1: Parametros de las elevaciones transitorias de Ca?* exhibidas porCCsa los 3y 7 dpf, en
presencia DMSO 0.1%. Los valores corresponden a las Figuras 49 y 50 (items B a G) vy
representan a la mediana de los datos con sus respectivos rangos intercuartilicos, excepto
aquellos que estan marcados con un asterisco que representan ala media+ SEM. En todos los
casos se reportael p-valor de los test estadisticos utilizados con su respectiva significancia.
Con estas evidencias, demostramos que, la exposicion a DMSO 0.1% no afecta los
parametros estudiados de la AEE expresada por las CCs de LLP en desarrollo.
Se ha reportado que el canal Cavl.3, presente en la presinapsis de las CCs, es necesario
para que se lleven a cabo los eventos de AEE en la zona basolateral, aunque su mecanismo
de participacion aun se desconoce. Por otro lado, las deflexiones de los haces ciliares en
zona apical de las CCs también exhiben fluctuaciones de Ca?* locales. La aplicacion de
drogas antagonistas del canal Cav1.3 resultan en el silenciamiento de la actividad basolateral
a los 3 dpf, sin embargo, no tiene efectos sobre la actividad apical (Zhang & Kindt, 2022).
Para corroborar que la AEE detectada es dependiente de los canales Cavl1.3, realizamos
experimentos de Imaging de Ca en animales de 3y 7 dpf en presencia de isradipina, un

antagonista especifico de los canales Cav1.3. Observamos que la AEE fue completamente

silenciada luego de la incubacion, evidenciando que tanto a 3 (Figura 51, Tabla 2) comoa 7
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dpf (Figura 52, Tabla 3), el canal Cav1.3 es necesario para las transiciones espontaneas de
Ca?*. Si bien el bajo nimero de NMs estudiados a 7 dpf, no hizo posible realizar un analisis

estadistico de los datos obtenidos, vimos una clara disminucién hacia valores cercanos a 0.
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Figura 51: El bloqueo de los canales Cavl.3 bloquea completamente las sefiales de Ca?*
exhibidasen CCs de la LL a 3 dpf. (A) Registros representativos de las elevaciones transitorias
de Ca?* en dos CCs que expresan GCaMP7a(a, b), antes y despuésde la aplicacion de a-BTX.
DMSO y DMSO+ISR refiere a dos adquisiciones de las mismas CCs con un intervalo de 20
minutos de incubacién entre ambas. (B-C) Cuantificacién de la magnitud promedio (B) total y
(C) de transientes rapidos expresada en porcentaje (D) Cuantificacion de la frecuencia de
transientes rdpidos. La concentracidn de ISR utilizada fue de 10 uM. Cada punto representa
un NM. (B-D) Test de Wilcoxon, (B) *p=0.0313, (D) *p=0.0313, (D) *p=0.0156. N=6.
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3 dpf
DMSO DMSO + ISR p valor
Magnitud total (%AF/Fo) 0.94 (0.39) 0.00 (0.00) 0.0313 (*)
Magnitud Rapidos (%AF/Fo) 0.0122(0.021) 0.00 (0.00) 0.0313(*)
Frecuenciarapidos (eventos/seg) 0.0050(0.01) 0.00 (0.00) 0.0156 (*)

Tabla 2: Parametros de las elevaciones transitorias de Ca?* exhibidas por CCs a los 3 dpf, en
ausencia y en presencia de ISR. Los valores corresponden a la Figura 51 (items B a D) y
representan ala medianade los datos, con sus respectivos rangos intercuartilicos En todos los
casos se reportael p-valor de los test estadisticos utilizados con su respectiva significancia.
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Figura 52: El bloqueo de los canales Ca,1.3 bloquea completamente las sefiales de Ca?
exhibidas en CCs de la LL a 3 dpf. (A) Registros representativos de las elevaciones
transitorias de Ca?* en dos CCs que expresan GCaMP7a (a, b), antes y después de la
aplicaciéon de a-BTX. DMSO y DMSO+ISR refiere a dos adquisiciones de las mismas CCs con
unintervalo de 20 minutos de incubacién entre ambas. (B-C) Cuantificacién de la magnitud
promedio (B) total y (C) de transientes rapidos expresada en porcentaje (D) Cuantificacion
de la frecuencia de transientes rdpidos. La concentracién de ISR utilizada fue de 10 uM.
Cada puntorepresentaun NM. N=3.
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7 dpf
DMSO DMSO + ISR
Magnitud total (%AF/Fo) 6.28 (8.68) 0.047 (0.069)
Magnitud Rapidos (%AF/Fo) 0.137(0.113) 0.005 (0.007)
Frecuenciarapidos (eventos/seg) 0.0244(0.006) 0.001 (0.001)

Tabla 3: Pardmetros de las elevaciones transitorias de Ca®* exhibidas
por CCs a los 7 dpf, en ausencia y en presencia de ISR. Los valores
corresponden a la Figura 52 (items B a D) y representan a la mediana
de los datos, con sus respectivos rangos intercuartilicos.

Modulacion dela AEE mediadapor el sistemaeferente

La transmision sinaptica eferente esta mediada por el NnAChR a9, el cual esta acoplado
funcionalmente al canal de K* Ca?"-dependiente SK (Carpaneto et al., 2021). Trabajos
previos han reportado la presencia de AEE en neuronas eferentes (NEs) colinérgicas de la
LLP a los 3 dpf (Zhang & Kindt, 2022). Los autores analizaron el efecto de antagonistas del
receptor a9, a-bungarotoxina (a-BTX) y del canal SK, apamina (APA), sobre las sefiales
lentas de AEE expresada por CCs a los 3 dpf. Sus resultados evidenciaron que la AEE no
es modulada por el sistema eferente a los 3 dpf. Sin embargo, ain no se conoce aun si
existe alguna participacion de este sistema sobre los picos de Ca?* a 3 dpf y/o en estadios
mas tardios del desarrollo.

Con el objetivo de responder esos interrogantes, comenzamos por realizar experimentos de
Imaging de Ca en presencia de a-BTX. A los 3 dpf, no encontramos diferencias significativas,
en ninguno de los parametros estudiados (Figura 53, Tabla 4) al comparar los registros en
ausencia y en presencia del antagonista de los nAChRs a9. Por un lado, nuestros resultados
concuerdan con lo reportado anteriormente (Zhang & Kindt, 2022), ya que no observamos
cambios en las transiciones lentas de Ca?*. Asimismo, no se observaron cambios en los

parametros analizados correspondientes alos componentes rapidos del sistema, sugiriendo
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gue el sistema eferente no esta involucrado en la regulacion de la AEE de las CCsde la LLP

alos 3 dpf.
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Figura 53: El bloqueo de los nAChRs a9 no afectalas sefiales de Ca?* exhibidasen CCs de la
LL a 3 dpf. (A) Registros representativos de las elevaciones transitorias de Ca2* en una CC
gue expresaGCaMP7a, antesy después de la aplicacidn de a-BTX. (a) Perfilde la actividad
total en una CC sin estimulacién externa, (b-c) perfil de los componentes de actividad
correspondientes a los transientes de Ca?* lentos (b) y rapidos (c). DMSO y DMSO+a-BTX
refiere a dos adquisiciones de la misma CC con un intervalo de 20 minutos de incubacién
entre ambas. (B-D) Cuantificacion de la magnitud promedio (B) total, (C) de transientes
lentos y (D) de transientes rapidos expresada en porcentaje. (E-G) Cuantificacién de la
frecuencia, (F) duracién promedio y (G) amplitud promedio de los transientes rapidos. La
concentracion de a-BTX utilizada fue de 10 uM. Cada punto representaun NM. (B-G) Test
de Wilcoxon, (B) p=0.380, (D) p=0.622, (D) p=0.151, (E) p=0.181, (F-G) Test pareado de T,
(F) p=0.472, (G) p=0.529. N=12.
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3 dpf

DMSO DMSO + aBTX p valor
Magnitud total (%AF/Fo) 2.21(2.42) 2.69 (2.02) 0.380 (ns)
Magnitud Lentos (%AF/Fo) 3.39 (1.56) 3.08 (1.25) 0.622 (ns)
Magnitud Rapidos (%AF/Fo) 0.229(0.259) 0.349(0.559) 0.151 (ns)
Frecuenciarapidos (eventos/seg) 0.0087 (0.0078) 0.0134(0.0169) 0.181 (ns)
Duracion promedio rapidos (seg) 2.28 £0.14%* 2.41+0.11% 0.472 (ns)
Amplitud promedio répidos (AF/Fo) 0.138+0.018* 0.127£0.011* 0.529 (ns)

Tabla 4: Pardmetros de las elevaciones transitorias de Ca?* exhibidas por CCs a los 3 dpf, en
ausencia y en presencia de a-BTX. Los valores corresponden a la Figura 53 (items B a G)y
representan a la mediana de los datos, con sus respectivos rangos intercuartilicos, excepto
aquellos que estan marcados con un asterisco que representan ala media+ SEM. En todos los
casos se reportael p-valor de los test estadisticos utilizados con su respectiva significancia.

En cambio, a los 6/7 dpf, la aplicacion de a-BTX provocé una marcada disminucion de la
AEE (Figura 54, Tabla 5). Se observé un descenso de la magnitud promedio de la actividad
total en todos los NMs estudiados (Figura 54B), asi como sus componentes de transientes
lentos y rapidos (Figura 54C, 54D). Si bien en los transientes lentos se observa una
disminucion parcial de la magnitud promedio, los transientes rapidos caen abruptamente,
llegando a valores muy cercanos a 0. Esto se refleja en la frecuencia de picos detectados,
cuyo valor medio equivale a 1 6 2 picos por NM durante los 5 minutos de registro (Figura
54E). También encontramos diferencias en la duracién promedio de transientes rapidos por

NM, no asi en la amplitud promedio (Figura 54F y 54G).
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Figura 54: El bloqueo de los nAChRs a9 resulta en una disminucion de las sefiales de Ca?
exhibidas en CCs de la LL a 6/7 dpf. (A-A’) Registros representativos de las elevaciones
transitorias de Ca%* en dos CCs que expresan GCaMP7a, antesy después de la aplicacion de
o-BTX. (a-a’) Perfiles de actividad total en dos CCs sin estimulacién externa, (b-c) perfiles de
los componentes actividad correspondientes a los transientes lentos (b) y réapidos (c). DMSO
y DMSO+a-BTX refiere a dos adquisiciones de las mismas CCs con un intervalo de 20 minutos
de incubacidn entre ambas. (B-D) Cuantificacion de la magnitud promedio (B) total, (C) de
transientes lentosy (D) de transientes rapidos expresada en porcentaje. (E-G) Cuantificacion
de la frecuencia, (F) duracién promedio y (G) amplitud promedio de transientes rapidos. La
concentracion de a-BTX utilizada fue de 10 uM. Cada punto representaun NM. (B-G) Test de
Wilcoxon, (B) ***p=0.0005, (D) **p=0.0093, (D) **p=0.0015, (E) **p=0.0015, N=12. (F)
*p=0.0137, (G) p=0.966. (F-G) N=11.
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6/7 dpf
DMSO DMSO + aBTX p valor

Magnitud total (%AF/Fo) 2.54 (0.47) 0.27 (0.55) 0.0005 (***)
Magnitud Lentos (%AF/Fo) 3.087(1.33) 2.099(1.20) 0.0093 (**)
Magnitud Rapidos (%AF/Fo) 0.389(0.431) 0.0239(0.027) 0.0015 (**)
Frecuenciarapidos (eventos/seg) 0.00641 (0.0063) 0.0006842 (0.00076) 0.0015 (**)
Duracion promedio rapidos (seg) 2.13 (0.98) 1.46 (0.45) 0.0137 (*)
Amplitud promedio répidos (AF/Fo) 0.246 (0.190) 0.236(0.220) 0.966 (ns)

Tabla 5: Pardametros de las elevaciones transitorias de Ca2* exhibidas por CCs a los 6/7 dpf, en
ausencia y en presencia de a-BTX. Los valores corresponden a la Figura 54 (items B a G)y
representan ala medianade los datos con sus respectivos rangos intercuartilicos. En todos los
casos se reportael p-valor de los test estadisticos utilizados con su respectiva significancia.

Examinamos en detalle cada una de las CCs que mostraron transientes rapidos de Ca?*
antes y después de la aplicacion de a-BTX a 6/7 dpf. Se observd que después de la
aplicacion de a-BTX, el nimero de CCs que exhibieron este tipo de eventos se redujo a un
44%, pasando de 59 a 26 CCs (Figura 55). Esta disminucién explica, en parte, la reduccion
en la magnitud promedio de picos de AEE tras la aplicacién de a-BTX. En resumen, tras el
bloqueo de los NAChRs a9 a 6/7 dpf, el 56% de las CCs que exhibieron eventos rapidos, se
silenciaron completamente, mientras que el 44% restantes exhibié una disminucién en la
duracion de los mismos. Nuestros resultados presentan evidencias de que la via eferente
colinérgica de la LL modula la AEE expresada por las CCs a través de la activacion del

receptor a9, a los 6/7 dpf.
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Figura 55: Graficos de amplitud promedio en funcidn de la duracién promedio de
transientes rapidos de Ca?* por CC, antes y después de la incubacion con a-BTX a 6/7
dpf. Cada puntorepresentaauna CC que exhibe este tipo de eventos.

Con el finde entender si el canal SK podria estar contribuyendo a la modulacion de la AEE
de las CCs, realizamos registros en presencia de APA a los 6/7 dpf. No encontramos
diferencias significativas en los transientes de Ca?* al comparar los registros antes y después
de incubar con APA (Figura 56, Tabla 6). Estudiando las CCs que presentan eventos rapidos
de manera individual, no evidenciamos una reduccion en el numero, en la amplitud o en la
duracion promedio (Figura 57).

A pesar de no haber encontrado cambios luego de la incubacion con APA, no podemos
descartar la participacion del canal SK en la modulacion de la AEE dado que tenemos un

bajo numero de NMs registrados en este experimento.
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Figura 56: El bloqueo de los canales SK no afecta las sefiales de Ca?* exhibidasen CCsde la LL a
6/7 dpf. (A-A’) Registros representativos de las elevaciones transitorias de Ca?* en dos CCs que
expresan GCaMP7a, antesy después de laaplicacién de APA. (a-a’) Perfiles de actividad total en
dos CCs sin estimulacién externa, (b-c) perfilde los componentes de actividad correspondientes
a los transientes de Ca?*lentos (b) y rapidos (c). DMSO y DMSO+APA refiere a dos adquisiciones
de las mismas CCs con un intervalo de 20 minutos de incubacién entre ambas. (B-D)
Cuantificacion de la magnitud promedio (B) total, (C) de transienteslentos y (D) de transientes
rapidos expresada en porcentaje. (E-G) Cuantificacion de la frecuencia, (F) duracién promedioy
(G) amplitud promedio de transientes rapidos. La concentracién de APA utilizada fue de 10 uM.
Cada punto representa un NM. (B-G) Test de Wilcoxon, (B) p=0.250, (D) p=0.125, (D) p=0.250,
(E) p=0.125, (F) p=0.625, (G) p=0.625. N=4.
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6/7 dpf

DMSO DMSO + APA p valor
Magnitud total (%AF/Fo) 8.14 (3.84) 4.67 (2.94) 0.250 (ns)
Magnitud Lentos (%AF/Fo) 9.27 (0.71) 5.95 (2.80) 0.125(ns)
Magnitud Répidos (%AF/Fo) 2.15(1.21) 1.196(1.11) 0.250 (ns)
Frecuenciarapidos (eventos/seg) 0.0353(0.0079) 0.0236 (0.0092) 0.125(ns)
Duracién promedio rapidos (seg) 2.75 (0.45) 2.54 (0.28) 0.625 (ns)
Amplitud promedio répidos (AF/Fo) 0.212(0.039) 0.190(0.028) 0.625 (ns)

Tabla 6: Parametros de las elevaciones transitorias de Ca?* exhibidas por CCs a los 6/7 dpf,
en ausenciay en presenciade APA. Los valores corresponden a la Figura 56 (itemsB a G).
Los valores representan a la mediana de los datos con sus respectivos rangos
intercuartilicos. En todos los casos se reporta el p-valor de los test estadisticos utilizados
con su respectiva significancia.
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Figura 57: Graficos de amplitud promedio en funcién de la duracién promedio de transientes
rapidos de Ca?* por CCantesy despuésde laincubacion con APA a6/7 dpf. Cada punto representa
a una CC que exhibe este tipo de eventos.
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Modulacion dela AEE mediadapor sefializacion purinérgica

Numerosos estudios han evidenciado la importancia de la sefalizacion mediada por ATP en
la activacién, el mantenimiento y la sincronizacion de la AEE que exhibe el sistema auditivo
de mamfiferos en el desarrollo (Babola et al, 2020, 2021; Ceriani et al., 2019; Tritsch et al.,
2007). Se conoce que, previo a la audicion, la sefalizacion de ATP extracelular, liberado
espontaneamente por las células de soporte del 6rgano de Kélliker, inicia y modula la AEE
coordinada de las CCI (Ceriani et al., 2019). Esta actividad esta mediada por dos receptores
purinérgicos altamente ubicuos de la familia P2: los receptores P2ryi, presentes en las
células de soporte, y los receptores P2rx presentes en CCl de la céclea (Huang et al., 2006;
Tritsch et al., 2007).

En el pez cebra, estudios previos demostraron que, a los 3 dpf, la sefializacion purinérgica
mediada por P2ry: es necesaria para la expresion de AEE en células de soporte, pero no en
CCsenla LLP (Zhang & Kindt, 2022). Aun se desconoce si el ATP regula la AEE expresada
por las CCs en estadios mas tardios del desarrollo a través de estos receptores. Ademas,
tampoco se conoce si la sefalizacion purinérgica mediada por el receptor P2rx regula la
AEE expresada por las CCs. Para responder estas preguntas, realizamos experimentos de
Imaging de Ca antes y después del bloqueo de los receptores P2ry:1y P2rx y analizamos su
efecto sobre los transientes de Ca?".

Con el fin de realizar el bloqueo del receptor P2ry:, utilizamos el antagonista MRS2500
(Abbracchio et al., 2006) (Figura 58, Tabla 7). Evidenciamosuna disminucién en la magnitud
promedio total de la AEE por NM (Figura 58B). La magnitud promedio de los componentes
lentos y rapidos de actividad descienden significativamente, de manera parcial, igual que la
frecuencia de transientes rapidos de Ca?* (Figura 58C, 58D, 58E). El analisis de los eventos
rapidos detectados por NM, no muestra cambios en la duracion promedio de los picos
(Figuras 58F), pero si evidencia una disminucion en la amplitud promedio de los mismos

(Figura 58G).
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Figura 58: El bloqueo del receptor P2ry; resulté en una disminucién en la magnitud de sefales
de Ca?* exhibidasenlas CCs de la LLa 6/7 dpf. (A-A’) Registros representativosde las elevaciones
transitorias de Ca?* en dos CCs que expresan GCaMP7a, antes y después de la incubacion con
MRS2500. (a-a’) Perfiles de actividad total en dos CCs sin estimulacion externa, (b-c) perfiles de
los componentesactividad correspondientesa los transientes lentos y rapidos de las mismas CCs
enaya’.DMSOyDMSO+MRS2500refiere a dos adquisiciones de las mismas CCs con un intervalo
de 20 minutos de incubacion entre ambas. (B-D) Cuantificacion de la magnitud promedio (B)
total, (C) de transientes lentos y (D) de transientes rapidos expresada en porcentaje. (E-G)
Cuantificacion de la frecuencia, (F) duracién promedio y (G) amplitud promedio de transientes
rdpidos. La concentracién de MRS2500 utilizada fue de 10 uM. Cada punto representa un NM.
(B-G) Test de Wilcoxon, (B) *p=0.0469, (D) *p=0.0156, (D) *p=0.0313, (E) *p=0.0156, (F-G) Test
pareadodeT, (F) p=0.824, (G) *p=0.0156. N=7.
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6/7 dpf

DMSO DMSO + MRS2500 p valor
Magnitud total (%AF/Fo) 6.65 (3.25) 4.37 (3.70) 0.0469 (*)
Magnitud Lentos (%AF/Fo) 6.21 (4.30) 3.70 (4.33) 0.0.156 (*)
Magnitud Rapidos (%AF/Fo) 1.140(0.631) 0.451(0.788) 0.0313 (*)
Frecuenciarapidos (eventos/seg) 0.0238(0.0174) 0.0133(0.0072) 0.0156 (*)
Duracién promedio rapidos (seg) 2.33 +0.14% 2.29 £0.073* 0.824 (ns)
Amplitud promedio répidos (AF/Fo) 0.190+ 0.0196* 0.128+ 0.0065* 0.0156 (*)

Tabla 7: Valores obtenidos a partir de los experimentos en presencia de MRS2500 a 6/7 dpf.
Estos resultados corresponden alos graficos expuestos en la Figura 58 (items B a G). Los valores
representan a la mediana de los datos con sus respectivos rangos intercuartilicos, excepto
aquellos que estdn marcados con un asterisco que representan a la media £ SEM. En todos los
casos se reportael p-valor de los test estadisticos utilizados con su respectiva significancia.

Al analizar individualmente a las CCs que exhibieron transiciones rapidas de Ca?* a lo largo
del registro, no observamos cambios significativos en el nUmero de células que exhibieron
este tipo de eventos antes y después de la incubacién con MRS2500 (Figura 59). Ademas,
la disminucién de amplitud promedio por NM se ve reflejada en que las CCs poseen
transientes con menor amplitud. En contraposicion a lo que sucede a 3 dpf, nuestros
resultados sugieren que a 6/7 dpf el receptor P2ry: esta involucrado en la modulacion de la

AEE de las CCsde la LLP.
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Figura 59: Graficos de amplitud promedio en funcién de la duracién promedio de
transientes rapidos de Ca?* antesy después de la incubaciéon con MRS2500 a 6/7 dpf.
Cada puntorepresentaauna CC que exhibe este tipo de eventos.

Luego, realizamos registros en presencia del antagonista de los receptores P2rx, PPADS
(Coddou et al., 2001). Encontramos una disminucion parcial de la magnitud de actividad total
de Ca?'y de su componente de transientes lentos (Figura 60B, 60C, Tabla 8). Ademas, se
observé un descenso de la magnitud promedio de transientes de Ca?* rpidos, explicado por
la disminucién en su frecuencia (Figura 60D, 60E). Mientras tanto, el andlisis de la duracion
y la amplitud promedio de los transientes de Ca?* rapidos por NM no reveld diferencias luego
de la inhibicion del receptor P2rx (Figura 60F, 60G). Por otro lado, el nimero de CCs que
presentaron eventos rapidos disminuyé ante el bloqueo del receptor P2rx, sin embargo, no

observamos diferencias en la amplitud o duracion promedio de picos por CC (Figura 61).
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Figura 60: Luego del bloqueo de P2rx se encontrd una disminucion en los transientes de Ca?*,
mas pronunciada en aquellos eventos rapidos, en CCs de la LL a 6/7 dpf. (A-A’) Registros
representativos de Imaging de Ca en dos CC que expresan GCaMP7aa 6/7 dpf en presenciade
DMSO vy luego de la incubacidn con PPADS. (a-a’) Perfiles de actividad total en dos CC sin
estimulacion externa, (b-c) perfiles de los componentes actividad correspondientes a los
transientes lentos y rapidos de las mismas CC ena y a’. DMSO y DMSO+PPADS refiere a dos
adquisiciones de las mismas CC con un intervalo de 20 minutos de incubacion entre ambas. (B-
D) Cuantificacion de la magnitud promedio (B) total, (C) de transientes lentos y (D) de transientes
rapidos expresada en porcentaje. (E-G) Cuantificacion de la frecuencia, (F) duracién promedioy
(G) amplitud promedio de transientes rdpidos. Dichos valores se promediaron dentro de las CC
y luego se obtuvo unvalor promedio para cada NM. La concentracidn de PPADS utilizada fue de
10 uM. Cada punto representaun NM. (B-G) Test de Wilcoxon, (B) p=0.0625, (D) p=0.0625, (D)
*p=0.0313, (E) *p=0.0313, (F) p=0.0625, (G) *p=0.688. N=6.
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6/7 dpf
DMSO DMSO + PPADS p valor
Magnitud total (%AF/Fo) 3.80 (3.47) 1.21(1.90) 0.0625 (ns)
Magnitud Lentos (%AF/Fo) 5.22 (3.06) 2.47 (1.79) 0.0625 (ns)
Magnitud Rapidos (%AF/Fo) 0.912(0.428) 0.170(0.165) 0.0313(*)
Frecuenciarapidos (eventos/seg) 0.0325(0.0125) 0.0078(0.0079) 0.0313 (*)
Duracion promedio rapidos (seg) 2.54 (0.29) 1.99 (0.44) 0.0625 (ns)
Amplitud promedio rapidos (AF/Fo) 0.112(0.035) 0.114(0.037) 0.688 (ns)

Tabla 8: Valores obtenidos a partirde los experimentos en presencia de PPADS a 6/7 dpf. Estos
resultados corresponden a los gréficos expuestos en la Figura 60 (items B a G). Los valores
representan ala medianade los datos con sus respectivos rangos intercuartilicos. En todos los
casos se reportael p-valor de los test estadisticos utilizados con su respectiva significancia.

Pre PPADSl

© 0.3 o)
e N=44 . £
[T [T
el S
] A [2]
§ 0.2 ° ° -_E

Y L] ]
g o' @ 5
5 ‘e, 8 ° 5
< 0.1 : oo 5
_g o8 © o ® E
g g
< 0.0 T T T T 1 <

0 1 2 3 4 5

Duracién promedio (seg)

Post PPADS

0.3
T :
0.2
LJ .... [ ]
[ ] ® L]
0.1+ °®o 2
- ° ...0.. ...
[ ]
®
0.0 T T 1 I 1
0 1 2 3

Duracién promedio (seg)

Figura 61: Graficos de amplitud promedio en funcién de la duracién promedio de transientes
rapidos de Ca?* antesy despuésde laincubacién con PPADS a 6/7 dpf. Cada punto representaa
una CC que exhibe este tipo de eventos.
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Enresumen, nuestros resultados proveen evidencias de que los NMs exhiben AEE en todos
los estadios del desarrollo estudiados, desde 3 hasta 7 dpf, con un maximo de magnitud
promedio a los 4 dpf. Ademas, demostramos que existen 2 tipos de elevaciones
espontaneas de Ca* con dinamicas temporales diferentes: las primeras caracterizadas por
subidas y bajadas lentas, y las segundas, subidas rapidas en forma de picos.

Por otro lado, al estudiar la modulacion de la AEE en las CCs por medio de estudios
farmacoldgicos, observamos que los canales Cav1.3 son necesarios para que las CCs
exhiban fluctuaciones espontaneas de Ca?* alos 3y 7 dpf. La inhibicién del nAChRa9 a 3
dpf no resulté en cambios en los patrones de AEE, consistente con trabajos previos. Sin
embargo, a los 6/7 dpf vimos que la sefializacion colinérgica mediada por el nAChR a9
estaria participando en la modulacién de la AEE de las CCs.

La inhibiciéon de la sefalizacion purinérgica mediada por el receptor P2ry: resulté en una
disminucion de la magnitud de ambos componentes de la actividad de manera parcial. Por
altimo, evaluando la participacion del receptor P2rx, observamos una caida importante en el
componente rapido de la AEE y en la cantidad de células que exhiben este tipo de eventos.
Estos resultados evidencian la posible participacion de ambos receptores en la modulacion

de la AEE a 6/7 dpf.
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Discusion

En los sistemas sensoriales, la AEE desempefia un rol crucial en la maduracion de las
sinapsis Y el refinamiento de los circuitos neuronales. Por ejemplo, en mamiferos, se cree
gue la actividad espontanea expresada en las CCs sensoriales en desarrollo actla
localmente para ayudar a establecer las conexiones neuronales, y globalmente para dar
forma a los mapas tonotépicos (Ceriani et al., 2019; Tritsch et al., 2007). Sin embargo, el
estudio de estas estructuras en el animal in vivo es limitado debido a que las CCs se
encuentran encerradas en estructuras éseas, lo cual restringe su accesibilidad y dificulta el
registro de la actividad. EI modelo de LL del pez cebra nos permite estudiar el rol de la AEE
en el desarrollo en animales intactos por medio de la adquisicién de imagenes.

Comose ha comentado anteriormente, el comienzode la deteccion de estimulos sensoriales
por parte de la LL se da a partir de los 5 dpf (Metcalfe, 1985; Pujol-Marti & Lépez-Schier,
2013). Sin embargo, la diferenciacion y maduracion de las CCs ocurre en estadios
anteriores. Los protoneuromastos se depositan dentro de las primeras 40 hpf como células
indiferenciadas que se dividen dando lugar a CCs hermanas con polaridades opuestas
(Lépez-Schier et al.,, 2004). El numero de células dentro del NM aumenta acorde van
pasando los dias de desarrollo. Las CCs, entre los 2 y 6 dpf, exhiben AEE (Zhang & Kindt,
2022) que, luego del establecimiento de la sinapsis con las NAs, aproximadamente a los 5
dpf, comienza a ser transmitida a las NAs. A medida que el sistema madura, la tasa de
disparo espontaneo en los somas de las NAs, disminuye hasta que, eventualmente, es
reemplazado por la actividad evocada por estimulos (entre 6 y 7 dpf) (Liao & Haehnel, 2012).
En el segundo capitulo de esta tesis, aprovechando las herramientas moleculares y
farmacolégicas que nos provee el modelo de estudio, utilizamos el sensor de Ca?
genéticamente codificado GCaMP7a para estudiar los cambios en las concentraciones de
Ca?* intracelular en diferentes estadios del desarrollo de la LLP. Realizamos, por un lado,

una caracterizacion de los patrones de AEE expresada en las CCs, identificando dos
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dinAmicas temporales de Ca?". Y, por otro lado, estudiamos, mediante experimentos
farmacoldgicos, si los patrones de AEE exhibidos por las CCs son modulados por el sistema

colinérgico eferente y/o por sefiales purinérgicas.

Caracterizacion de los patrones de AEE expresada en CCs de

LLP en desarrollo

A los 4 dpf, los NMs exhibenun maximo en el reclutamiento de
CCs activasy en lamagnitud promedio de AEE expresadaporlas

CCs

Luego de realizar Imaging de Ca sobre los NMs de la LLP, en ausencia de estimulos
mecanicos, encontramos que las CC exhiben AEE entre los 3y los 7 dpf. Esta AEE presenta
un maximo de magnitud promedio por NM a los 4 dpf. Por un lado, esto se explica por un
aumento en el reclutamiento de CCs activas por NM, permaneciendo entre el 30 y el 40%
de las CCs sin presencia de actividad. Estos resultados son compatibles con estudios
previos que muestran que, durante el desarrollo, solo un 30% de las CCs presentes en un
NM exhiben respuestas evocadas por estimulos (Zhang et al., 2018). La diferencia en el
porcentaje de CCs activas detectadas, probablemente, se deba a que Zhang et al., 2018,
dirigen la expresion del sensor de Ca?* con el promotor myo6b, que marca CCs desde
estadios mas tempranos que el promotor brn3c utilizado por nosotros. EI méximo de
actividad a 4 dpf encontrado en este trabajo se presenta como una novedad, donde,
llamativamente, nos ubicamos en un estadio del desarrollo bisagra entre un sistema
inmaduro y maduro. Si bien aiin desconocemos a qué se debe este aumento en la magnitud
de AEE expresada, existen evidencias de que el correcto establecimiento de los contactos
sinapticos de las NAs conlas CCs depende de la actividad exhibida por las CCs (Fauchere

et al., 2010; Wong et al., 2019).
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En un primer abordaje de esta caracterizacion, encontramos, ademas, que los transientes
de Ca?* espontaneos presentan dos componentes con dinamicas temporales diferentes: los
transientes rapidos o picos, caracterizados por aumentos agudos en la concentraciéon de
Ca*" de pocos segundos de duracion (entre 1y 5 segundos), y los transientes lentos u olas,
gue presentan ascensos y descensos mas lentos con rangos de tiempos muy variables.
Nuestros resultados coinciden con Zhang & Kindt, 2022, que presentaron evidencias de la
existencia de transientes de Ca?* lentos en CCsde la LLP en desarrollo. Sin embargo, estos
autores no observaron los transientes de Ca?* rapidos, ya que la velocidad de adquisicién
de imagenes que utilizaron tenia una resolucion temporal mas baja.

En el 6rgano de Corti, se han descrito transientes rapidos de Ca?* realizando Imaging de Ca
con una resolucion temporal de 5 ms. Estos transientes se detectaron como eventos
aislados (=900 ms), minibursts (transientes consecutivos de =3 seg) y bursts (de =15 seg)
(Eckrich et al., 2018). Los autores demostraron que las CCIl son capaces de generar de
manera auténoma transientes rapidos de Ca?" en su forma aislada o en minibursts. Sin
embargo, sefiales originadas en las células de soporte evocan actividad en las CCly la
coordinan conlas células vecinas en formade bursts.

Nuestro primer objetivo fue entender si este despliegue de actividad total, y de transientes
mas rapidos en particular, presentan cambios durante el desarrollo.

De esta manera, analizamos el aumento en la magnitud promedio total de AEE a los 4 dpf,
separando el registro en sus componentes lentos y rapidos, y observamos que ambos tipos
de actividad habian aumentado. En el caso de los transientes lentos, la magnitud vuelve a
descender a los 5 dpf; mientras que la magnitud promedio de los transientes rapidos se
mantiene constante en el tiempo hasta los 7 dpf. El aumento en el componente rapido, a los
4 dpf, se correlacion6 con un aumento en la amplitud promedio de los transientes de Ca?*,
mientras que la frecuenciay la duracion de los mismo permanecieron constantes.

No detectamos diferencias significativas entre la magnitud promedio de actividad total
exhibida entre NMs inmaduros a 3 dpf y maduros a 5 dpf y, al analizar solo la magnitud de

los transientes lentos observamos que, si bien no hay diferencias entre los NMsa 3 dpfy a
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5 dpf, vemos una tendencia a valores mas bajos. Esta tendencia podria esclarecerse
aumentando el numero de NMs analizados. Por ultimo, en estadios mas tardios, a 6/7 dpf,
observamos una magnitud promedio de transientes lentos un poco mas elevada que a 5 dpf.
Si bien estos resultados no fueron significativos, fueron llamativos los valores de magnitud
promedio y la variabilidad observada entre NMsa 6/7 dpf. Esto es diferente de lo encontrado
por Zhang & Kindt, 2022, donde presentan una marcada disminucién de los transientes
espontaneos a 6 dpf con respecto a 3 dpf. Nuestros resultados muestran que a los 6/7 dpf
las CCsde la LL aun exhiben AEE.

Se ha reportado la presencia de transientes espontaneos de Ca?* ubicados, por un lado, en
zona apical de las CCs, donde los haces ciliares se deflectan, y, por otro lado, en la zona
basal, donde se produce la liberacion de vesiculas (Zhang et al., 2018). La actividad apical
es necesaria para que se despolaricen las CCs, y se gatille la apertura de los canales
Cavl.3, generandose, asi, las transiciones de Ca?* que detectamos en la zona medial/basal.
La aplicacion de isradipina, antagonista de los canales de tipo L Cav1.3, bloquea solo los
transientes Ca?* basales de las CCs, mientras que la actividad en la zona apical permanece
intacta (Zhang & Kindt, 2022). Teniendo en cuenta esto, realizamos incubaciones con
isradipina a los 3 y 6/7 dpf, y observamos que la AEE de las CCs es silenciada
completamente. Este control descarté la posibilidad de que las elevaciones de Ca?*
detectadas por nuestra técnica provengan de la zona apical de las CCs, confirmando que la
AEE detectada por nuestra metodologia es dependiente de la activacion de los canales

Cavl.3.

Estudio de la modulacidon de la AEE en las CCs

Debido a las similitudes entre el sistema de LL del pez cebra y el sistema auditivo de
mamiferos, nos dedicamos a estudiar si, durante el desarrollo, la AEE expresada por las

CCsde la LL y de la coclea son moduladas por los mismos factores.
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El nAChR a9 esta involucrado enla modulacionde la AEE a los

6/7 dpf

Se ha propuesto que la activacion de la via eferente colinérgica de la LL tiene como
consecuencia la hiperpolarizacién de las CCs (Carpaneto et al., 2021). Se ha demostrado
gue la aplicacién exdgena de ACh provoca una disminuciéon de los transientes de Ca?*
evocados por estimulacién mecanica en las CCs. Este efecto se revierte con el agregado de
apamina (APA), bloqueante de los canales SK (Yamamoto et al., 1997), sugiriendo que, al
igual que lo que ocurre en la céclea, los canales a9y SK estarian acoplados funcionalmente.
Con el fin de evaluar si la AEE es modulada por la via eferente colinérgica, analizamos en
primer lugar el efecto de a-bungarotoxina (a-BTX), antagonista de los nAChRs a9, sobre
distintos parametros que caracterizan dicha actividad (frecuencia, amplitud y duracién de los
eventos de Ca?). A los 3 dpf, no observamos cambios en ninguno de los parametros
medidos, siendo nuestros resultados, similares a los reportados por Zhang & Kindt, 2022.
En cambio, a los 6/7 dpf, observamos que la magnitud promedio total por NM disminuye
luego de la aplicacion de a-BTX. Al discriminar entre los componentes del registro,
observamos una leve disminucion en los transientes lentos; mientras que los transientes
rapidos exhibieron una caida abrupta que se tradujo en un silenciamiento casi absoluto ya
gue la frecuenciade picos promedio por NM descendi6 hasta valores cercanos a 0. Ademas,
si bien la amplitud de los picos detectados no cambid, la duracion de los mismos resultd
disminuida. Asimismo, dentro de cada NM, encontramos menor cantidad de CCs activas.
Por dltimo, nos resultd llamativo que los valores de fluorescencia basales, luego de la
incubacién con a-BTX, disminuyeron en todos los registros realizados, sugiriendo, que la
inhibicion del nAChR a9, redujo la concentracion intracelular basal de Ca?*. Estos resultados
sugieren que, a los 6/7 dpf, la via eferente colinérgica estaria modulando la AEE en las CCs
a través del nAChR a9. Llamativamente, al realizar la incubacion con APA, no obtuvimos

diferencias en ninguno de los parametros analizados, incluida la cantidad de CCs que
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expresaban picos de Ca?*. Este Ultimo resultado posee baja potencia estadistica y debemos
analizar mas cantidad de individuos.

Estos resultados fueron realmente sorprendentes, ya que, se ha propuesto que la activacion
de la via eferente colinérgica de la LL tiene como consecuencia la hiperpolarizacion de las
CCs. Sin embargo, en el trabajo de Carpaneto et al., 2021, muestran una gran
heterogeneidad en la respuesta inhibitoria ante estimulaciones mecanicas de las CCs, ya
gue algunas CCs exhiben una disminucion parcial de la actividad, mientras que otras no
exhiben ningin cambio (Figura 62). Estudios recientes han revelado que en larvas maduras
de pez cebra, todos los terminales colinérgicos que contactan a un solo NM provienen de la
misma AChNE, y presentan actividad sincronizada. Mas aun, los terminales eferentes
colinérgicos se activan simultaneamente con las neuronas motoras de la médula espinal
(Lunsford etal., 2019; Zhang & Kindt, 2022), permitiendo al animal discriminar entre sefiales
mecanicas exogenas y sefiales originadas por su locomocion. Por otro lado, se analiz6 la
liberacion de ACh desde los terminales de las AChNEs evocada por el nado ficticio (rafagas
de actividad en motoneuronas de larvas paralizadas), y se observé una disminucién de la
liberacion de glutamato en el 50% de los NMs estudiados (Pinchler & Lagnado, 2020).
Ademas, se observo un sesgo de polaridad en las respuestas inhibitorias en las CCs, siendo
mas efectivala inhibicion de aquellas CCs activables en la direccion anteroposterior. Esta
heterogeneidad en la respuesta inhibitoria habria sido evolutivamente favorable dado que el
en el momento del nado, el pez se desplaza deflectando sus cilios hacia atras, mientras
debe continuar alerta ante cualquier peligro del ambiente (Pinchler & Lagnado, 2020).
Teniendo en cuenta que, hasta el momento, solo se observé inhibicion en respuestas
evocadas por estimulos, y esta inhibicion solo se dio en algunas CCs, podria ser que la
actividad espontanea, que posee menor magnitud que la actividad evocada, no alcance los
umbrales necesarios para evocar la respuesta inhibitoria. Sabiendo que el nAChR a9 posee
una alta permeabilidad al Ca?* (Carpaneto et al., 2021), en lugar de participar de una
inhibicion, podria estar contribuyendo a las sefiales de Ca?* registradas. Esto explicaria, por

un lado, la disminucién diferencial entre transientes rapidos y lentos, siendo los rapidos los
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mas afectados, y, por otro lado, la poca o nula participacion de los canales SK cuando el
estimulo no es tan robusto. Por otro lado, sabiendo que los terminales eferentes estan
sincronizados, esperariamos que los transientes de Ca?* provenientes de los NnAChRs a9
también lo estén, sin embargo, esto no sucede. Diferencias en la expresion de nAChRs a9
o0 bien, en la eficiencia de liberacion de ACh desde los terminales eferentes podria explicar

este hecho.
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Figura 62: (A) Magnitud de fluorescencia exhibida por las CCs de la LL bajo estimulacion
mecdnicaen larvas de 6/7 dpf, antesy después delaaplicacion de ACh en el bafio. (B) Mismas
CCs exhibidas en A, discriminadas por diferente polaridad. En ambas polaridades se observa
heterogeneidad en la respuesta. Gran parte de las CCs exhiben una inhibicién parcial,
mientras que otras no muestran cambios o exhiben pequefias activaciones. Cada punto
representauna CC. Adaptado de Carpanetoetal., 2021.

Si bien, se ha demostrado que la inhibicion de las respuestas evocadas por estimulos se
debe a la apertura de los canales SK, un experimento de secuenciaciéon de ARNm (ARNseq)
de LL de pez cebra revel6 que, al igual que las CCs de las regiones de mayor frecuencia de
la coclea, las CCs maduras expresan diferencialmente el gen que codificala subunidad a
de los canales BK, canales de K* activados por Ca?* y voltaje (Lush et al., 2019). Las
elevaciones intracelulares espontaneas de Ca?* podrian alcanzar niveles suficientes como
para activar los canales BK, que, junto a las corrientes rectificadoras de K*y los mecanismos

de recaptacién de Ca?* intracelulares (bombas asociadas a mitocondrias o al reticulo
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sarcoplasmico) podrian explicar la bajada de los transientes espontaneos sin participacion
de la inhibicion de los NnAChRs a9.

AUn es necesario realizar mas experimentos para revelar los mecanismos involucrados en
la modulacion eferente en el sistema de LL. Por lo pronto, nuestros resultados indican que
el nAChR a9 participa en la modulaciéon de la actividad espontanea por parte del sistema

eferente colinérgico en las CCs maduras.

Las CCs presentan modulacién purinérgicaalos 6/7 dpf

La sefalizacion purinérgica es un componente esencial de la transduccién sensorial y la
codificacion de informacion en los sistemas visual, auditivo, olfativo y gustativo (Housley et
al., 2009; Kinnamon & Finger, 2013; Rotermund et al., 2019). A lo largo de la via auditiva
ascendente, los receptores purinérgicos se expresan en muchos tipos de células incluyendo
las CCly CCE de la coclea y NGE (Housley et al., 2009; Jovanovic et al., 2020; Vlajkovic et
al.,, 2022), nucleo coclear (Milenkovic et al., 2009), nucleo medial del cuerpo trapezoide
(MNTB) (Yao et al., 2000), y la oliva superior lateral y medial (Koehl et al., 2004). En los
Ultimos afos, se ha avanzado en el conocimiento de los mecanismos de sefalizacién
purinérgica en el sistema auditivo en desarrollo, incluida la propagacioén transientes de Ca?*
a través del oido interno (Eckrich et al., 2018), la modulaciéon de la AEE en las CCly CCE
(Ceriani et al.,, 2016; Johnson et al., 2011; Tritsch et al., 2007, 2010). A pesar de las
similitudes moleculares y funcionales con el sistema auditivo de mamiferos, poco se conoce
sobre el papel de la sefializacion purinérgica en la modulacion de la AEE expresada en
estadios maduros del sistema de LL. Para ello, realizamos incubaciones con MRS2500 y
PPADS, antagonistas especificos de los receptores metabotropicos P2Y:1 (P2ryi)
(Abbracchio et al., 2006) y los receptores ionotropicos P2X (P2rx) (Coddou et al., 2011),
respectivamente.

Nuestros resultados sugieren que el ATP, a través de la activacion de receptores P2ry:

estaria participando de la modulacion de la AEE en las CCs, ya que el bloqueo de estos
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receptores produce una disminucion en la magnitud de la AEE, tanto en su componente
lento como rapido. La disminucién en la magnitud promedio de los eventos rapidos esta
explicada, por un lado, por una disminucion en la frecuencia de eventos por NM y, ademas,
por una disminucion en la amplitud promedio, aunque la cantidad de CCs que presentan
eventos rapidos se mantiene constante.

No hay evidencias de que el receptor P2ry1 se exprese en CCs. Experimentos de ARNseq
hechos sobre el transcriptoma de NMs a 5 dpf, no encontraron enriguecimiento de este
receptor en CCs del pez cebra (Matern et al.,, 2018; Steiner et al., 2014). Mas aun,
recientemente se evidencid que la AEE exhibida por las células de soporte a 3 dpf depende
de sefiales purinérgicas mediadas por el P2ry: (Zhang & Kindt, 2022). En este estadio,
donde el sistema de LL aiun se encuentra inmaduro, el bloqgueo con MRS2500 redujo
significativamente la magnitud y la frecuencia promedio de la AEE detectada en células de
soporte. Ademas, los transientes de Ca?* en las células de soporte dependen de la liberacién
de Ca? desde canales SERCAy son transmitidos entre células por difusion a través de
canales gap (Wong et al., 2018; Zhang & Kindt, 2022). Estos resultados son consistentes
con lo que se conoce en el sistema auditivo de mamiferos, donde el ATP liberado por las
células de soporte dentro de la coclea es suficiente para inducir la activacion de grupos de
CCl a lo largo del érgano de Corti (Babola et al., 2020, 2021; Tritsch et al., 2007; Wang et
al., 2015). No obstante, en el pez cebra a los 3 dpf, la disminucién en la AEE exhibida por
las células de soporte no ocasiona cambios en los transientes espontaneos exhibidos por
las CCs (Zhang & Kindt, 2022). En los experimentos realizados en esta tesis no analizamos
la AEE sobre las células de soporte, y no estamos seguros de cual es la consecuencia del
blogueo de los receptores en este estadio. Sin embargo, teniendo en cuenta los
antecedentes mencionados, creemos que al modificar la AEE de las células de soporte,
existe una consecuencia indirecta sobre la AEE expresada por las CCs, explicada,
probablemente, por cambios en el potencial de membrana. Esto concuerdacon lo observado

en los valores de fluorescencia basales, que, en este caso, no presentan diferencias,
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sugiriendo que la concentracion de Ca?* basal no se madificaria luego de la incubacién con
el bloqueante de receptores P2Y1.

Antes del comienzo de la audicién, la sefializacién purinérgica sobre las células de soporte
del 6rgano de Corti activa el eflujo de CI-, K* y agua al medio extracelular basolateral. Esto
provoca, a su vez, elaumento del potencial de reposo de las CCl haciéndolas mas excitables
(Babola et al., 2020). Como consecuencia, se produce la coordinacién de las transiciones
de Ca?* expresadas por las CCl, y, cuando se bloquea el P2ry1, dicha correlacion se pierde
(Babola et al., 2021). En los NMs, no hemos encontrado coordinacion de actividad
espontanea entre las CCs en ninguno de los estadios estudiados, y esto concuerda con lo
reportado por Zhang & Kindt, 2022, a los 3 dpf. Entonces, la sefializacion purinérgica desde
las células de soporte a las CCs podria estar modulando de manera positiva los transientes
de Ca?" espontaneos, pero no estarian coordinandolos. Un cambio en el potencial de
membrana de las CCs podria explicar que, la inhibicion del receptor P2ry1, provoque un
cambio en la amplitud promedio de los transientes de Ca?* pero no en la cantidad de CCs
gue los exhiben y, en consecuencia, podria modificar la fuerza impulsora del Ca?* al entrar
por los canales Cavl.3.

Si bien necesitamos continuar con el estudio de los mecanismos involucrados en la
modulacion de los eventos espontaneos expresados en las CCs de la LL, nuestros
resultados sugieren que las células de soporte estarian modulando la AEE que exhiben las
CCs através de la sefalizacion purinérgica mediada por P2ry: a los 6/7 dpf.

Por otro lado, estudiamos si la AEE exhibida por las CCs en este estadio del desarrollo es
modulada por la sefializacion purinérgica através de receptores de la familia P2X. Luego de
la incubacién con el antagonista PPADS, observamos una disminucién de la magnitud
promedio de los eventos rapidos, permaneciendo los lentos sin cambios significativos.
Observamos que la frecuencia promedio de transientes rapidos de Ca?' presentan una
disminucion, aunque la amplitud promedio se mantiene constante. La cantidad de CCs que
presentan eventos rapidos de Ca?* también disminuye. Nuestros resultados sugieren que el

receptor P2rx estaria modulando los transientes espontaneos de Ca?* sobre las CCs.
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No existen evidencias claras sobre la expresion de algun receptor de la familia P2X en las
CCs de la LL en pez cebra. El andlisis de los transcriptomas de las CCs de la LL a 5 dpf
muestra resultados ambiguos con respecto al enriquecimiento en la expresion de algunos
de estos canales. Steiner et al., 2014 propuso que tanto P2rxz como P2rxsa, podrian estar
expresados en las CCs, mientras que Matern et al., 2018 ha sugerido que ninguno de los
transcriptos se expresa en CCs. Por otro lado, aiin no hay evidencias de la expresion de
estos receptores en CCs de LL en desarrollo.

En el sistema auditivo de mamiferos en desarrollo, los receptores P2rxz estan localizados
en la zona apical de las CCl y CCE, cercade los estereocilios (Housley et al., 1999). En las
CCl, los P2rx2 cumplirian un rol otoprotector al activarse ante las altas concentraciones de
ATP en la endolinfa, a causa de un dafio mecanico en el epitelio auditivo (Housley et al.,
2013; Lahne & Gale, 2010). Ademas, se ha propuesto que, durante el desarrollo, el receptor
P2rxs, ubicado en la zona basal de las CCI (Huang et al., 2006), se activaria a
concentraciones nanomolares de ATP y estaria acoplado a los canales SK2, actuando
sinérgicamente en la respuesta inhibitoria mediada por los nAChRs a9a10, antes del
comienzo de la audicién (Johnson et al., 2011). Esto Ultimo nos resulta interesante ya que,
en la LL, al bloquear los receptores P2rx, observamos resultados similares a la inhibicién
con a-BTX: una disminucién diferencial mas pronunciada de la magnitud y frecuencia
promedio de los transientes rapidos, acompafiada por una disminucion en la cantidad de
CCs que presentan este tipo de eventos, aunque la amplitud promedio del evento por CCs
no varia.

PPADS ha resultado ser efectivo para bloguear los receptores P2rx1, P2rxz, P2rxs 'y P2rxs,
aunque presenta poca efectividad para bloquear P2rxa4, P2rxs y P2rxz de rata (Coddou et al.,
2011). Dado que nuestros experimentos no se realizaron agregando una concentracion de
ATP conocida a la camara de registro, asumimos que, de existir una modulacion
espontanea, dicha concentraciéon estaria dentro del orden nanomolar. Tendriamos que
realizar méas experimentos, con agregado de ATP y/o antagonistas especificos de los

receptores P2rxzy P2rxs para indagar mas en dicha modulacién. Nuestros resultados arrojan
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una primera evidencia de que la sefalizacion purinérgica mediada por receptores P2rx

modula la AEE expresada en las CCs a 6/7 dpf.
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Conclusiones

o Las CCsdelaLL exhiben eventos de AEE entre los 3y los 7 dpf.

o Las CCspresentan eventos de AEE con diferentes dinamicas temporales,

transientes de Ca?* rapidos y lentos.

o Los eventos de AEE exhibidos por las CCs alcanzan un maximo de
magnitud a los 4 dpf, antes de la maduracion del sistema. Esto se explica
por un incremento en el reclutamiento de CCs activas por NM y, a su vez,
por un aumento en la magnitud promedio tanto de transientes de Ca?*

rapidos como lentos.

o La AEE exhibida por las CCs a los 6/7 dpf es modulada por el sistema

eferente, a través del nAChR a9.

o A los 6/7 dpf, la AEE exhibida por las CCs es modulada por sefiales
purinérgicas mediadas por los receptores P2ryi1 presentes en las célulasde

soporte del NM.

o A los 6/7 dpf, la AEE expresada en CCs es modulada por sefales

purinérgicas mediadas por los receptores P2rx. Esta modulacion afecta

diferencialmente a los transientes de Ca?* rapidos.
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