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RESUMEN

La metamorfosis es un proceso de cambios post-embrionarios que ocurren durante el
desarrollo de algunos animales como anfibios e insectos. Ambas clases presentan
cambios morfolégicos drasticos en su desarrollo y han sido modelos experimentales
clasicos para entender el efecto de hormonas en la metamorfosis. En insectos, la
hormona ecdisona es el principal regulador del proceso de metamorfosis.

Por otro lado, los genes heterocrénicos regulan el orden de los eventes durante el
desarrollo del organismo. Estos se describieron primero en C, elegans, pero se han
encontrado en diferentes especies, siendo el gen /in28 uno de los mas conservados.
Lin28 se expresa en Larva 1 y regula la transicion a Larva 2, durante el desarrollo de C.
elegans. La sobreexpresion de Lin28 retrasa la entrada en metamorfosis de X. laevis y
la pubertad en mamiferos. Sin embargo, no se ha analizado si /in28 participa en el
proeceso de metamorfosis en Drosophifa melanogaster.

En esta tesis, se estudio el patron de expresion espacial y temporal de /in28 y su rol
durante el perfodo larval (y metamorfosis). /in28 se expresa en el sistema nervioso
central (SNC). Sin embargo, no se identificéd el tipo celular que expresa fin28 durante el
estadio de Larva Instar 3 wandering, previo a la metamorfosis. El analisis funcional,
mediante pérdida de funcién con alelos de /in28, evidenci6é un adelanto en la formacién
de pupario, un menor tamafio de las pupas y un aumento en los niveles de expresion
del Receptor de Ecdisona y del Broad-Complex. Sumado a esto, se observé un retraso
en la temporalidad de la degradacién de la glandula salival. Por el contrario, la
ganancia de funcién de /in28 induce un aumento en el tamafio larvario, sin generar
cambios en el perfil de expresion de genes de respuesta a ecdisona con excepcion de

let7-Complex. La sobreexpresion de /in28 induce la muerte de los animales durante la



metamorfosis por lo que no se pudo realizar otros andlisis. Estos resultados sugieren

que /in28 participa en la metamorfosis en D. melanogaster.



ABSTRACT

Metamorphosis is defined as a process of post-embryonic changes during the
development of some animals such as amphibians and insects. Both classes present
drastic morphological changes in their development and have been fraditional
experimental models fo understand the effect of hormones on metamorphosis. In
insects, the ecdysone hormone is the main regulator of the metamorphosis process.
Heterochronic genes regulate the order of events during the development of the
organism. These genes were first described in C. elegans, but have been found in
different species. Lin28 is one of the most conserved heterochronic genes. During the
development of C. elegans, Lin28 js expressed in Larva 1 and regulates the transition
to Larva 2. Over expression of Lin28 delays the onset of metamorphosis in X laevis
and puberty in mammals. However, it has not been analyzed if /in28 participates in the
process of metamorphosis in D. mefanogaster.

In this thesis, we studied the spatial and temporal expression pattern of /in28 and its
role during the larval period (and metamorphosis). We found that /in28 is expressed in
the central nervous system (CNS). However, the cell type expressing [in28 was not
identified during the stage of Larva Instar 3 wandering, prior to the metamorphosis.
Functional analysis, by the loss of function with /in28 alleles, showed an accelerated
puparium formation, a lower size of the pupae and increased expression levels of the
Ecdysone and Broad-Complex Receptor compared to wild-type animals. In addition, a
delay in the temporality of salivary gland degradation was observed. Lin28 gain of
function induces an increase in larval size, without generating changes in the

expression profile of ecdysone response genes except for let7-Complex. Lin28

overexpression induces the death of animals during metamorphosis. Altogether, these




results suggest that /in28 participates in the metamorphosis of D. melanogaster.



INTRODUCCION

1.1. Desarrollo Post-embrionario: Metamorfosis.

La metamorfosis, proveniente del griego “meta” (cambios) y “morfos” (forma). Se define
como el proceso de cambios post-embrionarios que ocurren durante el desarrollo de un
animal a nivel morfologico, fisioldégico, bioquimico, conductual y ecoldgico. Este
fendmeno comprende la transicién entre un estado larval a uno juvenil que poseen una
morfologia diferente (Laudet., 2011). La metamorfosis estd presente durante el
desarrollo de diversos animales, siendo los anfibios y los insecios las clases mas
estudiadas. En algunos anfibios, como Xenopus /laevis, la metamorfosis ocurre
mientras estos siguen activos en su habitat, a diferencia de algunos insectos como
Drosophifa melanogaster, que sufren una metamorfosis completa, donde hay una
fransicion de un estadio larval a pupa estacionaria y luego a un adulto sexualmente
apto para reproducirse (Tyler., 2000; Paris & Laudet., 2008). La metamorfosis y las
transiciones durante el desarrollo post-embrionario, involucran la coordinacion estricta
de patrones espaciales y temporales de proliferacion, diferenciacion, muerte celular,
enire ofros, donde programas genéticos y hormonales responden a sefales
ambientales para un correcto desarrollo (Faunes & Larrain.,, 2016). Estos mismos
programas han sido reportados en el desarrollo de células troncales embrionarias y
cancerigenas, y en procesos como pubertad y crecimiento, sugiriendo que entender el
proceso de transiciones en el desarrollo (metamorfosis), permitiria entender la biclogia

de células troncales y los cambios en el destino celular (Faunes & Larrain., 2016).



1.2. Ciclo de Vida y metamorfosis de Drosophila melanogaster.

El ciclo de vida de Drosophila melanogaster (Mosca del vinagre) dura 10 dias en
condiciones estandar de laboratorio (25°C) (Figura 1). Durante este periodo de tiempo,
este modelo pasa por un estadio embrionario, 3 estadios larvales, un estadio de pupa y
luego eclosiona como adulto (Imago). Los estadios larvales, denominados Larva Instar
1 (L1), Larva Instar 2 (L2} y Larva Instar 3 (L3) se separan por [a muda de la cuticula.
Luego del periodo de crecimiento de la larva, al final del estadio L3, la larva se aleja de
la comida (wandering) y se dispone a entrar en metamorfosis. Este proceso se inicia
con la formacion del pupario, donde ocurre un cese de sus movimientos y un
endurecimiento de la cuticula. En el pupario, se da inicio a una lisis celular y a la
elongacién celular de tejidos especializados (Discos imaginales) que daran origen a las
estructuras identificables en el animal adulto. Una vez que el proceso de metamorfosis
culmina y se desarrolla el adulto, éste es capaz de romper y emerger de [a cuticula,
donde la hembra es sexualmente receptiva antes de 12 horas luego de eclosionar,
comenzando con el ciclo nuevamente (Tyler., 2000; Thummel., 2001; Stocker &

Gallant., 2008).
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Figura 1. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. Esquema del Ciclo de Vida y
metamorfosis de D. melanogaster. El ciclo de vida se divide en embrion, tres estadios larvales,
pupa y adulto. Imagen tomada desde FlyMove.
(http://flymove.uni-muenster.de/Genetics/Flies/LifeCycle/LifeCyclePict/life_cycle.jpg)

1.3. La Metamorfosis en anfibios e insectos es regulada hormonalmente.

El control hormonal de la metamorfosis es crucial, este es un proceso altamente
complejo, donde ocurre el remodelamiento y la formacién de nuevos 6rganos que
seran utilizados durante la etapa adulta. En los anfibios, la hormona tiroidea es uno de
los principales reguladores de este proceso (Brown & Cai., 2007).

Por otra parte, en D. melanogaster, son las hormonas Ecdisona y juvenil las que
regulan las transiciones larvales (mudas, la entrada a pupa y la posterior metamorfosis
a una mosca adulta), induciendo cambios fisiologicos, morfoldgicos y conductuales
asociados a estas etapas del desarrollo (Yamanaka y cols., 2013). La Ecdisona es
secretada principalmente por la Glandula protoracica, tejido que expresa las enzimas

que participan en la biosintesis de esta hormona. Una vez que se forma, la ecdisona es

liberada a la hemolinfa y es transformada a su forma activa (20-hidroxiecdisona) en




diversos tejidos del animal, siendo el cuerpo graso uno de los mas importantes para su
oxidacion (Yamanaka y cols., 2013). La regulacién hormonal por la 20-hidroxiecdisona
gjerce su efecto directamente modulando la expresion génica y sus pulsos sincronizan

los diferentes eventos durante la metamorfosis (Figura 2) (Yamanaka y cols., 2013).
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Figura 2. Desarrollo de Drosophila melanogaster y pulsos de la hormona ecdisona.
Pulsos de la hormona ecdisona comandan los diferentes estadios durante el desarrollo de D.
mefanogaster. (Esquema tomadeo de Thummel C., 2001).

Durante el desarrollo de D. melanogaster, posterior a la eclosion del embrién, [a
ecdisona comanda las mudas entre los estadios larvales (L1 a L2 y L2 a L3) y el inicio
de la metamorfosis, donde un pulso de hormona induce la formacién de pupario. En
este estadio, se inicia la degradacién de tejidos larvarios como el intestino medio,
mientras que los discos de ala y pata (precursores de las estructuras adultas) evierten
y detienen su proliferacion. Aproximadamente 12 horas luego de la formacion del

pupario, otro pulso de ecdisona regula el paso de pupario a pupa, donde la cabeza

toma su posicién correcta y se evierte desde la parte anterior del pupario (Thummel.,




2001). Asimismo, comanda el inicio de la degradacion de las glandulas salivales (Jiang
y cols., 1997; Martin & Baehrecke., 2004). Estos diferentes eventos determinan el plan
basico del cuerpo del animal adulto, cuyo desarrollo finaliza luego de 4 dias de

desarrollo pupal (Thummel., 2001; Stocker & Gallant., 2008).

1.4. Regulaciéon Génica de Transiciones en Desarrollo Post-embrionario.
Ademas de la regulacién hormonal, existen otros elementos importantes que controlan
las transiciones del desarrollo y la metamorfosis, estos son los genes heterocrénicos.

Estos genes regulan la sincronizacion de eventos durante el desarrollo animal (Moss.,

2007).
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Figura 3. Genes heterocronicos en desarrollo de C. elegans. Durante el desarrollo de C.
elegans los niveles de Lin28 disminuyen en Larva 2. (Esquema tomado de Bussing y cols.,
2008).

Los genes heterocrénicos se describieron inicialmente en el nematodo Ceanorhabditis
elegans (Figura 3). Este modelo, posee dos tipos de transiciones durante su desarrollo.
Un tipo corresponde al paso por 4 estadios larvales separados por mudas, que
finalizan con el adulto sexualmente maduro. Por otra parte, en el estadio larvario 1
puede entrar en un estado de diapausa en respuesta a condiciones ambientales

adversas (Moss & Rougvie., 2013). Mutantes para estos genes en este modelo

generan fenotipos de alteracion del patrén estereotipado de eventos durante el




desarrollo larval, similares a los observados con las mutaciones “lin” o linaje celular
anormal (del inglés; Cell lineage abnormal), donde los animales mutantes son
incapaces de depositar huevos y/o carecen de un sistema para realizar dicha funcion
(Ambros & Horvitz., 1984). Estos mutantes pueden generar un fenotipo precoz o
retrasado, donde en el primer caso, estadios son omitidos y el estadio adulto se
alcanza antes, mientras que en el segundo, estadios son repetidos y la llegada del
estadio adulto se retrasa (Moss., 2007). Inicialmente se definieron 4 genes
heterocrénicos: lin-4, lin-14, lin-28 y lin.29. Mutaciones en /in4 generan la iteracién de
patrones de desarrollo de Larva 1. Por el confrario, mutaciones en /in14 hace que los
patrones de desarrollo de Larva 1 sean saltados. Los mutantes de /in19 estan
retrasados en su desarrollo, al igual que /in4. Sin embargo, esto no se observa hasta
Larva 4. Finalmente, cuando /in28 se encuentra mutado los patrones caracteristicos de
divisién celular que dan origen al estadio Larval 2 son saltados (Moss & Rougvie.,
2013). Algunos de estos genes se pueden encontrar en diferentes especies, siendo
uno de los mas conservados /in28, que esta presente en X laevis, Mus musculus,
Homo sapiens y D. melanogaster entre otros (Moss & Tang., 2003; Moss., 2007). En C.
elegans, lin28 se expresa desde el estadio Larval 1 y en Larva 2 sus niveles
disminuyen, mientras aumentan los niveles de otro gen heterocrénico, el micro-ARN

fet-7 (Biissing y cols., 2008).

1.5. Caracteristicas y funcion de Lin28.

Lin28 es una proteina de unidon a RNA que actla como regulador temprano de la
sincronizacién del desarrollo en C. efegans, es abundante en la embriogénesis
temprana y en el primer estadio larval, y luego es regulada negativamente post-

transcripcionaimente (Moss & Rougvie., 2013). Esta proteina posee dos motivos de



unién a ARN, uno corresponde a CSD (del inglés: Cold Shock Domain} y un par de
dedos de zinc CCHC del tipo retro-viral, siendo la tnica proteina conocida en animales
con este par de motivos (Mayr & Heinemann., 2013). Lin28 ejerce su funcién por 3 vias
diferentes, regula la biogénesis del micro ARN lef-7, modula la traduccién de ARN
mensajeros y también actlia como regulador transcripcional (Mayr & Heinemann.,
2013; Zeng y cols., 2016).

Se ha reportado que Lin28 participa en diferenciacién, desarrollo y metabolismo de
glucosa (Zhu y cols., 2010). Ademas, se ha descrito que Lin28 se expresa en células
troncales embrionarias humanas, de ratén y en lineas de carcinomas (Yang & Moss.,
2003). En C. elegans se encuentra expresada en tejidos en desarrollo (proliferacion),
pero sus niveles disminuyen a medida que las células se van diferenciando (Moss &
Tang., 2003; Yang & Moss., 2003). Lin28 modula muchas estas funciones mediante la
inhibicion de la biogénesis del micro-ARN /ef-7. Esta proteina se une al bucle terminal
tanto, del pri- como, del pre-fet7, reprimiendo el procesamiento mediade por las
ARNasas Il Drosha y Dicer. Este procesoc estd mediado por las dos isoformas
presentes en humanos, Lin28a y Lin28b, que pueden localizarse en el citoplasma y en
el nucleo celular, respectivamente (Mayr & Heinemann., 2013).

Ademas de esta funcién regulatoria, se ha reportado que Lin28 regula la proliferacién y
mantencion de la auto-renovacion de células troncales, estabilizando y promoviendoe la
traduccion de ARN mensajeros involucrados en el control del ciclo celular
(Viswanathan & Daley., 2010), mediante el reclutamiento de una ARN Helicasa a los
polisomas (Mayr & Heinemann., 2013). Finaimente, Lin28 también ejerce una funcién
de regulador transcripcional. Se ha reportado en células troncales embrionarias de

raton, que el 56% de las secuencias a las que se une Lin28a también se encuentra la

Polimerasa Il y son regiones ricas en modificaciones epigenéticas de transcripcién




activa. Asimismo, Lin28 recluta a Tet1, una proteina capaz de generar modificaciones
epigenéticas, demetilando el ADN y regulando la expresion génica, sugiriendo un

modelo jerarquico (Zeng y cols., 2016).

1.6.  Lin28 regula la metamorfosis en X. laevis.

Recientemente, se ha reportado el efecto de Lin28 en el modelo clasico de
metamorfosis X. /aevis (Faunes y cols., 2017). Como se menciond previamente, la
metamorfosis de este modelo es regulada por la hormona tiroidea (Brown & Cai.,
2007).
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Figura 4. Lin28 y la metamorfosis de X. laevis. La sobre-expresién de Lin28 retrasa la

metamorfosis de X. /aevis. Los animales demoran 30 dias mas que el control para completar la
metamorfosis. (Grafica tomada de Faunes y cols., 2017).

La sobre-expresion de Lin28, previo a la activaciéon de la sefializacion de la hormona

tiroidea, retrasa la metamorfosis (Figura 4) e inhibe la expresién de genes de respuesta




a esta hormona. Asimismo, el retraso producido es revertido por la adicién exdgena de
hormona tiroidea, indicando que Lin28 funciona rio arriba o de manera paralela a esa
via hormonal (Faunes y cols., 2017).

Analisis del transcriptoma muestran que la sobre-expresion de Lin28, previo a cualquier
retraso en la metamorfosis (Estadio 50 a 56), reduce los niveles de mensajeros de
hormonas peptidicas secretadas por la pituitaria y regula la expresion de genes
participes en el transporte, metabolismo y sefializacién de la hormona tircidea en X

laevis (Faunes y cols., 2017).

1.7.  Funcién de Lin28 durante el desarrollo de Drosophila melanogaster.

En D. melanogaster, la expresion de /in28 se observa en la embriogénesis hasta el
primer estadio larval y luego en la etapa pupal (Moss & Tang., 2003). Se ha visto que
Lin28 tiene un rol esencial para la ovogenesis y la formacién de musculos durante su
desarrollo (Stratoulias y cols., 2014). Ademas, la pérdida de funcién de este gen
genera defectos en la musculatura abdominal especializada para la eclosién y genera
una letalidad cercana al 50% de los animales antes de eclosionar a adulto (Stratoulias
y cols., 2014).

Sumado a esto, se ha reportado que Lin28 comanda las divisiones simétricas de
células troncales del intestino adulto. La pérdida de funcién de este gen disminuye la
poblacién de células troncales y aumentan tipos celulares mas diferenciados como
Enteroblastos y Enterocitos; distribucion que se observa de manera similar en
condiciones de inanicion. Este fenotipo fue revertido mediante la expresién del receptor
de insulina (/nR) en células troncales intestinales, mediante el uso de clones, en

condiciones nutricionales normales, siendo estos efectos independientes de fet-7

{Chen y cols., 2015).



En el Sistema Nervioso Central, la expresion de /in28 se ha reportado especificamente
en la poblacién de neuroblastos, Lin28 se expresa en estadio larvales temprano hasta
48 horas posterior a la eclosién del huevo (Larva Instar 1 y 2} y deja de expresarse en

estadios larvales tardios a las 72 horas (Larva Instar 3) (Syed y cols., 2017).

1.8.  Drosophila melanogaster como modelo de estudio del gen /in28.

D. melanogaster corresponde a un modelo clasico de estudio debido a las numerosas
herramientas genéticas y moleculares que se han desarrollado. Asimismo, este modelo
posee una metamorfosis holometabola, o completa, que comprende 3 estadios
larvales, un estadio de pupa y luego la eclosién del adulto, lo que permite el estudio de
este proceso evaluando diferentes hitos durante su desarrollo.

Dentro de las herramientas genéticas presentes en este modelo, probablemente la mas
usada y sencilla es el sistema GAL4/UAS, sistema binario adaptado de levaduras
(Brand & Perrimon., 1993). Por lo tanto, al cruzar un animal transgénico que posee la
secuencia codificante de Gal4 controlada por elementos reguladores de [a trascripcion
especificos con otro animal transgénico, esta vez que posee una secuencia particular
rio abajo de las secuencias regulatoria UAS, la descendencia expresara esa secuencia
segun las caracteristicas de los elementos reguladores de la trascripcidn especificos
que controlan la expresién del Gal4.

Otra herramienta ampliamente utilizada es el uso de transposcnes (Elemento P). Estos
elementos moviles permiten realizar deleciones en genes donde fueron insertados

previamente, permitiendo escindir secuencias aledafias y generar pérdidas de funcién

de genes de manera especifica (Majumdar & Rio., 2015).




Con estos antecedentes, donde se ha descrito el efecto de Lin28 en transiciones
larvales en C. elegans y su efecto en la metamorfosis de X laevis. Ademas, de saber
que se expresa en D. melanogaster en neuroblastos en estadios larvales tempranos,
pero se desconoce su distribucion y participacion en etapas tardias como la
metamorfosis, es que se propuso estudiar en detalle el patron espacial de expresion de
lin28 y su posible participacion en el proceso de metamorfosis utilizando herramientas
como el sistema GAL4/UAS y mutanies que permiten manipular sus niveles de

expresion.
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HIPOTESIS

2.1. Hipotesis
lin28 se expresa durante la metamorfosis y participa en este proceso en Drosophila

melanogaster.

OBJETIVOS
3.1. Objetivo General
Evaluar la expresion y funcién de Lin28 durante la metamorfosis de Drosophila

melanogaster

3.2. Objetivos Especificos
1.- Caracterizar la expresion de‘t lin28 durante la metamorfosis de Drosophila

melanogaster.

2.- Evaluar el efecto de la ganancia de funcién de /in28 en la progresién de la

metamorfosis de Drosophila melanogaster.

3.- Evaluar el efecto de la pérdida de funcion de fin28 en la progresion de Ia

metamorfosis de Drosophila melanogaster.
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MATERIALES Y METODOS

4.1. Cultivo de modelo de estudio Drosophila melanogaster.

Los animales fueron almacenados y mantenidos en viales plasticos con medio de
cultivo estandar sélido a 18°C. Los cruces experimentales fueron realizados y
mantenidos a 25°C.

Se utilizaron lineas de animales fransgénicos que se detallan a continuacién: Tub-
Gal4/TM6EB (Bloomington; Bellen H. 2012), y'w''*® (Blomington), w''*%; ; Lin28' (Chen,
2015), w''" ; Lin28", Lin28::mCherry (Chen, 2015), w''; ; Lin28%*° (Stratoulias,
2014), Cg-Gal4 (Bloomington BL-7011), Lin28*"™" (Bloomington BL-29564), Lin28"~"?

(Bloomington BL-50679).

4.2, Cultivos Bacterianos.
Se utilizd la cepa de Escherichia coli DH5a. Los cultivos se realizaron en medio Luria-
Bertani (LB) de forma aerdbica a 37°C y a 200 Revoluciones por Minuto (rpm) de

agitacién por 16 h.

4.3. Transformacién Bacteriana.

Bacterias quimio-competentes fueron incubadas con el plasmido a utilizar durante 30
minutos en hielo, luego se les dio un golpe térmico a 42°C por 45 seg y se las dejd en
hielo durante 2 min. Posteriormente las bacterias fueron crecidas en 1 mL de medio LB
durante 1 h, se las centrifugd a 13.000 rpm durante 1 min. El peflef generado se re-
suspendio en 100 pL de medio LB y se plaquearon en una placa LB + Ampicilina (50

pg/mL). Fueron incubadas a 37°C toda una noche.
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4.4. Reaccié6n de Transcriptasa Reversa con ARN de Drosophila melanogaster.

Se extrajo ARN total de Drosophila melanogaster, se diluyé en agua destilada (dH,0)
ARNasa free en la razon 1:4 (2 pL de ARN diluido y 6 uL de dH.O ARNasa free).

Se prepard un mix para una reaccion de Transcriptasa Reversa en un volumen final de
20 pL (4uL de Buffer [5x], 1 uL Random Primers [hexameros con secuencias al azar
(50 pg/mL)], 1uL. dNTPs (500 pM cada uno), 2 yl. BSA (100 pg/mL), 2 ul DTT (10
mM), 7 pL dH,O ARNasa free, 1pL MMLV [Moloney murine leukemia virus]). Para el
clonamiento del marco de lectura abierto del gen /in28, se agregaron 2 pL. ARN diluido
1:4 (200 ng de ARN aproximadamente). Para las reacciones de qPCR se usaron 200
ng de ARN aproximadamente, completando los 20 pL totales de reaccién con dH,O
ARNasa free. Finalmente, la reaccion de Transcriptasa Reversa se dej6é 90 min a 42°C

en bafio termo-regulado y se detuvo en hielo.

4.5. Clonamiento del Marco de Lectura Abilerto del gen /in28.

Se preparé un mix para una reaccién de Transcriptasa Reversa segun ltem 4.4. Luego,
mediante PCR se amplificd /in28 desde el ADN complementario (ADNc) de D.
melanogaster obtenido previamente (Programa de PCR: 5 min 95°C para denaturacién
del ADN, luego 30 ciclos de: 1 min a 95°C, 1 min a 55°C, 1 min a 72°C. Finalizados los
30 ciclos se dejaron 10 min a 72°C y se guardaron a 4°C, para esto se preparé un mix
para 10 reacciones de PCR en un volumen final de 10 pL cada una (Mix 100 pL; 10 pL
Buffer 10X, 3 uL dNTPs 10 mM, 2 pl. MgSO,4 50 mM, 3 pL Partidores DmLin28 Fw/Ry,
0,8 pL Pix, 74,5 uL H;0, 6,7 uL ADNc). Este producto de PCR se corrid en un gel de
agarosa al 2% (30 minutos a 120 V en tampdn TAE (4,8 g/L TRIS, 1,1 mL/L &acido
acético, EDTA 0,1M). El gel fue tefiido con bromuro de etidio y observado en un

transiluminador UV. El producto de PCR obtenido se purificd mediante el Kit Qiaquick




Gel Extraccion (Qiagen). Para el clonamiento del producto de PCR en el vector pGEMt-
Easy (Promega), se realizé una reaccion de A-tailing en un volumen final de 40 pL al
producto purificado (A-tailing; 4 pL Buffer, 0,8 pL ATP 10mM, 0,3 UL GoTagq, 2,4 puL
MgCi, [25 mM], 25 uL ADN purificado y 3,5 pL de H;0O). La reaccién se incubé por 30
min a 70°C.

Posteriormente, se tomd este ADN para una reaccion de ligacién con el vector pGEM-T
Easy en un volumen final de 10 pL que se dejé toda la noche a 15°C (Mix: 1 pL Buffer
10X, 1 uL pGEM-T Easy, 1 pL Ligasa, 7 uL DNA).

Luego, se tomaron 4,5 ug del vector pUASt-attb (Bischof y cols., 2007), 10 g pGEMT-
dmlin28 y cada uno se digirié con la enzima Notl durante toda la noche a 37°C. Se
purificé tanto el vector digerido como el fragmento correspondiente a /in28 y se realizé
una reaccién de ligaciébn como se describid previamente. Posteriormente, se
transformaron bacterias E. coli y se chequed la orientacién de la ligacion en las
colonias obtenidas mediante PCR utilizando los partidores UAS-Fw y Lin28-Rv. El
vector obtenido (pUASt-aitb-dmlin28) se mandd a secuenciar en el Servicio de
Secuenciacion Automatica de ADN, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Departamento de
Ecologia, P. Universidad Catolica de Chile, para corroborar el fragmento clonado. Se
utilizaron los partidores Heat-shock-pUASt-Fw y Rv. Finalmente, luego de chequear el
vector pUASt-attb-dmlin28, éste se envié a Best Gene Inc. para generar una mosca
transgénica que permita la sobre-expresion de /in28 de D. melanogaster mediante el
sistema Gal4-UAS. La mosca generada fue: w''’®, UAS-dmiin28, con la construccion

presente en el cromosoma Il.




Tabla 1. Partidores Clonamiento /in28.

Partidores Secuencia 5’ -3’

DmLin28-Fw ATGGAGAACGTACAGCTGGA
DmLin28-Rv CTAGGTGGCCTCCTCGCTCTICTC
UAS-Fw GCAACTACTGAAATCTGCC
Heat-shock-pUASt-Fw TAAACAAGCGCAGCTGAACA
Heat-shock-pUASt-Ry TGCTCCCATTCATCAGTTCC

4.6. Obtencion de muestras para perfiles de expresion génica mediante RT-qPCR.
Se obtuvieron muestras para la extraccién de ARN y posterior evaluacién de perfiles de
expresion génica mediante gPCR para evaluar la ganancia de funcidn y la pérdida de
funcién de Lin28.

Para la ganancia de funcién, se realizaron 4 cruces independientes con hembras
virgenes Tub-Gal4/TM6B y con machos UAS-dmlin28. De estos cruces se obtuvieron
al azar 5 animales por réplica bioldgica, completando un total de 3 réplicas bioldgicas,
generando una mezcla desde los 4 cruces. Los animales se obtuvieron en Larva Instar
3 wandering, 0-1 h, 6-7 h y 12-13 h luego de la formacion del pupario.

Posteriormente, se obtuvieron muestras a las 6-7 horas, 16-17 horas, 24-25 horas y
32-33 horas luego de la formacién de pupario.

Para la pérdida de funcién, se realizaron 4 grupos de entre 40 a 50 animales (machos y
hembras) del genotipo w''’%; ; Lin28"/TM6b. De estos 4 grupos se obtuvieron al azar 5
animales (homocigotos para la mutacion) por réplica biolégica, completando un total de
3 réplicas biolégicas generande una mezcla desde los 4 cruces. Los animales se
obtuvieron en Larva Instar 3 wandering, 0-1 h, 6-7 h y 12-13 h luego de la formacién

del pupario. Los animales recolectados fueron preservados en ARN-Later (Qiagen) a -

20°C hasta su uso.




4.7. Purificacién de ARN desde larvas y pupas de Drosophila melanogaster.

La purificacién de ARN se realizé siguiendo las especificaciones del Kit RNeasy Mini
(Qiagen). Brevemente, las muestras se sacan de ARN-Later y se pasan a tubos con
DTT 2M y Buffer RLT, se homogenizan con un homogenizador y taladro (Karson). Se
centrifuga el lisado a velocidad maxima durante 1 min, se transfiere el sobrenadante a
un tubo limpio y se le agrega un volumen de etanol 70%, se homogeniza por inversion
y se transfiere a una columna perteneciente al kit. Se centrifuga durante 15 segundos a
8000 rpm, se le agregan 350 pL de buffer RW1 y se vuelven a centrifugar otros 15
segundos. Se agrega ADNasa | mezclada con buffer RDD (80 plL), se incuba durante
15 min a temperatura ambiente, se le agregan 350 uL de buffer RW1 y se centrifuga
durante 15 segundos a 8000 rpm. Se agregan 350 pL de buffer RPE, se centrifuga por
15 segundos a 8000 rpm y luego se agregan 500 pL de buifer RPE y se centrifuga por
2 min a 8000 rpm. Se vuelve a centrifugar para eliminar trazas del buffer. Se agregan
30 WL de dH,O libre de ARNasa, se dejan incubar por 10 minutos a temperatura
ambiente y se centrifuga 1 minuto a 8000 rpm. Este ARN se cuantificé en un

Espectrofotémetro (Epoch, Biotek) y se guardd a -20 °C para su posterior uso.

4.8. Reaccion de la polimerasa en tiempo real (JQPCR).

Luego de la extraccion de ARN de las muestras previamente mencionadas, se realizé
una transcripcion reversa seguida de una Reaccion en Cadena de la Polimerasa en
Tiempo Real (RT-qPCR, del inglés, Reverse Transcription-quantitative Polymerase
Chain Reaction). La reaccion de transcriptasa reversa se realizé como se describié en
el ltem 4.4.

Para llevar a cabo la reaccién de gPCR se prepararon tubos de reaccion segtin las

instrucciones del fabricante (Power SYBR Green Master Mix, Applied Biosystems) en
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un volumen final de 15 L. Se realizaron 3 reacciones (réplicas técnicas) por cada
muestra analizada. Ei programa utilizado fue el siguiente: Se activd la polimerasa
durante 10 minutos a 95°C, posteriormente se realizaron 40 ciclos de amplificacion de
156 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C. Finalmente, se realizé una curva de
denaturacion para cada uno de los partidos usando las condiciones predeterminadas
del equipo, estableciendo la produccidon de un producto especifico. Esto se realizd
evaluando la presencia de un solo pico en las curvas obtenidas.

De esta forma, se determind el ciclo umbral necesario para determinar el nivel de
expresion del transcrito blanco. Para este fin se utilizé el método de Pfaffi y cols., 2001,
utilizando el gen RP/32 como control de carga (Ponton y cols., 2011; Francis y cols.,
2010).

Los partidores utilizados, con sus respectivas secuencias se muestran a continuacion:

Tabla 2. Partidores utilizados en RT-qPCR.

Partidor 5-3 Referencia

EcRFw GCGGCCAAGACTTTGTTAAGA

ECR-Rv TAACGGCCAACTGATTGTACG Varghese Cohen, 2007
Let7CFw AGGTGCGATCTAGTGTGCCBTCTC | o
Let7C-Rv TTAGGGCAAGCTCTGTTGTCCGAA '

E74Fw GAATCCGTAGCCTCCGACTGT Varghese Cohen, 2007
E74-Rv AGGAGGGAGAGTGG TGGTGIT ’
Fopi-Fw AACGGTGGGCAGGTTATGAG

Fbpi-Rv TATTCGCATGGGTCGTGTCC Varghese Cohen, 2007
BR-C-Fw AGGAGATCGGCGACGGAC Francis. 2010
BR-C-Rv TTGAGACCTAGCAACGCTGAG '

Eip75B-Fw | CACCCAGGACGATAAGTICAC RSC

Eip75B-Rv | ACGAGTCAAACATGCAGATCAG

Lin28-Fw AGGACCACCAGCCAGAGTT Chen 2018

Lin28-Rv GCACACAACCGCATTCCTC '

inR-Fw GAAGTGGAGACGACGGGTARA | o,

INR-RV TCGCGCTGTTGTCGATTGTT '

Dm_Rpl32-Fw | ATGCTAAGCTGTCGCACAAATG Ponton, 2011

Dm_Rpl32-Rv | GTTCGATCCGTAACCGATGT




4.9. Inmuno-fluorescencia.

Se seleccionaron larvas en estadio 3 y larvas en estadio 3 “wandering” con una
diferencia de 24horas de edad del genotipo w''® ; Lin28%, Lin28::mCherry. Estas
larvas fueron disectadas en PBS 1x y fijadas en PFA 4% en PBS 1x durante 20 min.
Posteriormente, se lavaron con PBT 0,3% (PBS 1x con Tritén X-100 al 0,3%) 3 veces
durante 5 min cada lavado. Se bloqued con BSA 1% en PBT 0,3%. Los anticuerpos
primarios fueron incubados en solucion de bloqueo a 4°C durante la noche.
Posteriormente fueron lavados 3 veces con PBT 0,3% por 15 min cada lavado.
Seguido a esto se agregaron los anticuerpos secundarios pertinentes y se incubaron
durante toda la noche a 4°C. A continuacién, se incubd con TO-PRO-3 (Invitrogen)
durante 20 min y se lavd 3 veces con PBT por 15 minutos cada lavado. Finalmente, las
muestras fueron montadas en medio para fluorescencia VectaShield (Vector Labs).

Las muestras se observaron en un microscopio Confocal Zeiss LSM 510 meta. Para el
analisis de las imagenes se utilizaron los programas ImagedJ y Photoshop CSB6.

Los anticuerpos utilizados fueron:

Anti-Deadpan 1:5000 (Dpn) (Guinea Pig) Generado en el Laboratorio de la Dra.

Andrea Brand. No publicado.

- Anti-Dsred (Rabbit) 1:500 (Clontech).

- Anti-ElaV (Mouse) 1:20 (Developmental Studies Hybridoma Bank).

- Anti-Repo (Mouse) 1:30 (Develompental Studies Hybridoma Bank).

- Alexa Fluor 546 Anti-Guinea Pig; Alexa Fluor 488 Anti-Mouse y Alexa Fluor 568
Anti-Rabbit (ThermoFischer Scientific), 1:200.

- TO-PRO-3 (Invitrogen) 1 M.

19



4.10. Curvas de Formacion de Pupario y eclosién.

Para evaluar la ganancia de funcion de /in28 se utilizaron 300 hembras virgenes de los
drivers utilizados (Tub-Gal4 y Cg-Gald) por cada cruce realizado. Se utilizaron para el
control 40 machos y'w'"® y para el sujeto experimental 40 machos (UAS-dmlin28,
UAS-Iin28"A o UAS-lin287N42),

Para evaluar la pérdida de funcién de /in28 se utilizaron entre 400 a 500 moscas
(machos y hembras) por condicion. Como control se utilizé la cepa y'w''" y como
sujeto experimental el mutante de /in28, Lin28*".

Se colectaron huevos de cada cruce durante 3 a 4 horas en placas Petri con medio de
colecta (Agar 2,25% [p/v], jugo de fruta 28% [p/v], Metilparabeno 0,15% [p/v], Glucosa
2,5% [p/v], en agua) y se dejaron por 22 horas a 25 °C. Posteriormente, se colectaron
Larvas Instar 1 recién eclosionadas durante 2 horas y se depositaron en placas Petri
con medio de cultivo estandar para D. melanogaster espolvoreado con levadura seca.
Luego de dos dias, se seleccionaron Larvas Instar 3 y se pasaron a viales plasticos (40
larvas maximo por cada vial) con medio de cultivo estandar. En estos viales se realizé

el analisis de formacién de pupario y posteriormente el analisis de eclosién de moscas

adultas.

4.11. Analisis de Tamaiio y Masa de pupas.

Para evaluar la ganancia de funcion de /in28 se utilizaron 20 hembras virgenes de los
drivers utilizados (Tub-Gal4 y Cg-Gal4) por cada cruce realizado. Se utilizaron para el
control 5 machos y'w''”® y para el sujeto experimental 5 machos (UAS-dmlin28, UAS-

lin287NAT o UAS-lin28R"42),
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Para evaluar la pérdida de funcién de /in28 se utilizaron entre 30 a 50 moscas (machos
y hembras) por condicién. Como control se utilizé la cepa y'w'"”® y como sujeto
experimental el mutante de /in28, Lin28%"y Lin28%,

En cada condicion, se seleccionaron pupas {entre 20 a 30 por condicién) y se les
fotografio utilizando una lupa Nikon SMZ800 acoplada a una cdmara y el programa
Micrometrics SE Premium 4. También se seleccionaron larvas machos y hembras (20-
30 por cada sexo) por cada condicién y se les fotografi® como se describid
previamente, Para fotografiar las pupas, eéstas se adhirieron a un portaobjetos
utilizando cinta adhesiva doble faz. En cada pupa se midié el largo y el ancho utilizando

el programa Imaris x64 6.3.1 y para obtener su volumen se utilizé la férmula de un

2
elipsoide regular [Volumen = %n@) (%) ] (L, Largo; I, Ancho) segun (Delanoue y cols.,
2010). Posteriormente, estas pupas fueron masadas en una balanza analitica

(Sartorius, BP1218S).

4.12. Extraccién de proteinas y Western Blot.

Por cada cruce se colectaron 20 larvas de estadio 3 en PBS frio y se homogenizaron
mecanicamente en 200 pL de tampon HEPES 40 mM, pH 7,5, NaCl 120 mM;
Pirofosfato 10 mM; Glicerofosfato 10 mM; NaF 50 mM; Na,VO, 1,5 mM: EDTA 1 mM:
CHAPS al 0,3% y un cocktail de inhibidores de proteasas segtin Kim y cols., 2002, Se
incubd a 4°C durante media hora, se centrifugd a 15000 x g durante 30 minutos a 4°C,
se obtuvo la fase acuosa y se volvié a centrifugar a 15000 x g durante 30 minutos a
4°C, se guardd la fase acuosa a -20°C.

Se determind la concentracion de proteinas del sobrenadante por el método

colorimétrico de Bradford, utilizando BSA como estandar para la curva de calibracion.
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Las proteinas se separaron mediante electroforesis en geles SDS-PAGE. El gel
concentrador se prepard al 5% y el gel separador al 12% de acritamida: bis-acrilamida
Se cargaron 100 ug de proteina en cada carril. El gel se sometid a electroforesis en
tampédn de corrida (30,3 g/L Tris Base, 144,2 g/L Glicina, 0,1% SDS) a 75V por 15
minutos, y luego a 120V hasta antes de que el frente de corrida alcanzara el término
del gel. La transferencia se realizé a 300 mA durante 2 horas en tampén de
transferencia (30,3 g/L Tris Base, 144,2 g/L Glicina, 20% v/v metanol) a 4°C utilizando
membranas de nitrocelulosa de 0,45 pm. La membrana se blogued con Leche al 5% en
TBS (80 g/L NaCl, 2 g/L KCI, 30 g/L Tris Base, pH = 8) con Tween 20 al 0,1% (TBS-T)
durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacién constante. Las membranas se
incubaron durante toda la noche con anticuerpo primario disuelto en leche al 1% en
TBS-T a 4°C con agitacién constante. Se lavé tres veces durante 15 min con TBS-T y
se incubd con el anticuerpo secundario disuelto en leche 5% en TBS-T durante 2 horas
a temperatura ambiente con agitacion constante, luego se lavd tres veces durante 15
minutos con TBS-T. El revelado de las membranas se realizé con quimioluminiscencia
utilizando el reactivo Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo
Scientific) y el Fotodocumentador (UVITEC, Cambridge). Los anticuerpos utilizados
fueron:

- Anti-Flag (Rabbit) 1:1000 (Sigma Aldrich).

- Anti-BActina (Mouse) 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology).

- Anti-Mouse HRP 1:2500 (Calbiochem).

- Anti-Rabbit HRP 1:2500 (Calbiochem).
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RESULTADOS

5.1. Caracterizacion del patron de expresion de Lin28 en el cuerpo graso y
cerebro de larvas Instar 3 y larvas instar 3 wandering.

En la literatura se ha reportado la expresién de /in28 en estadios embrionarios y en
algunos tejidos en el adulto (Moss & Tang., 2003; Stratoulias y cols., 2014; Chen y
cols., 2015). Sin embargo, no se ha reportado su expresion durante el desarrollo post-
embrionario (desarrollo larval y metamorfosis). Un tejido importante durante el
desarrollo post-embrionario de D. melanogaster es el cuerpo graso. Este tejido realiza
la conversion de la hormona Ecdisona a su forma activa 20-Hidroxiecdisona. Es debido
a esto se decidid analizar la presencia de Lin28 en este tejido en los estadios larvales
instar 3 (L3) e instar 3 wandering (L3W), utilizando un animal reportero de la expresion
endégena de /in28. Este animal es un rescate gendmico /in28::mCherry en un

background mutante de /in28 (Lin28') (Chen y cols., 2015).

TO-PRO-3 TO-PRO-3 mCherry
Figura 5. Lin28 no se expresa en cuerpo graso de Larvas Instar 3 y Larvas Instar 3
Wandering. (A) Cuerpo Graso de Larvas Instar 3 y (B) Cuerpo Graso de Larvas Instar 3

Wandering sin marca para Lin28::mCherry. mCherry (Verde), marca nuclear TO-PRO3 (Azul),
faloidina (Rojo). Barra = 100 pm.




Como se muestra en la Figura 5, no se detectd expresion de Lin28 en cuerpo graso
durante los estadios Larvales Instar 3 e Instar 3 wandering.

Dado que se ha reportado en otros modelos que Lin28 participa en neurogénesis
(Yang y cols., 2015), ademas de la participacion del SNC en la sefalizacion para
liberar ecdisona al sistema (Yamanaka y cols., 2013; Faunes & Larrain., 2016), es que
se estudioé su expresion en cerebro de larvas instar 3 e instar 3 wandering. Como se
muestra en la Figura 6, Lin28 se encontr6 presente en los Lobulos opticos del cerebro
y en el Cordon Nervioso Ventral de Larvas Instar 3 (Figura 6A) y Larvas Instar 3

wandering (Figura 6B).

mCherry TO-PRO-3 mCherry mCherr TO-PRO-3 mCherr

Figura 6. Lin28 se expresa en sistema nervioso central de Larva Instar 3. (A) Cerebro de
L3 con marcas positivas para Lin28::mCherry en los I6bulos opticos y el cordén central ventral.
mCherry (Verde), TO-PRO3 (Azul) en dos planos diferentes.(B) Cerebro de L3W con marcas
positivas para Lin28::mCherry en los lébulos opticos y el corddn central ventral. mCherry
(Verde), marca nuclear TO-PRO3 (Azul) en dos planos diferentes. Barra = 100um.

Para determinar la poblacion celular que expresa la proteina de fusion Lin28::mCherry
en estos estadios se realizd una doble inmunofluorescencia contra mCherry y el

marcador de neuroblastos Deadpan (Dpn). Esto debido a los reportes en la literatura




de la participacion de Lin28 en la proliferacién de células troncales (Chen y cols., 2015;

Yang y cols., 2015).

mCherry Dpn
A

TO-PRO-3 mCherry Dpn

Figura 7. Lin28 no se expresa en neuroblastos en cerebro de Larvas Instar 3 Wandering.
(A) Células con marcas positivas para Lin28:mCherry (Rojo) y células con marcas para
neuroblasto Dpn (Verde) en los Idbulos opticos y el cordén Nervioso ventral. TO-PRO3 (Azul).
Células positivas para Lin28::mCherry (Rojo) no son positivas para el marcador Dpn de
Neuroblasto (Verde) en el Lébulo Optico (B) ni en el Cordén Nervioso Ventral (C) de L3W.
Marca nuclear; TO-PRO-3 (Azul). Barra = 100um.

Al realizar esta doble inmunofluorescencia (Figura 7A) no se observaron células doble

positivas para Lin28 y Dpn en los I6bulos opticos (Figura 7B) ni en el Corddn Nervioso
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Ventral (Figura 7C), indicando que los neuroblastos no expresan Lin28 en el estadio
Larva Instar 3 Wandering.

mCherry Repo TO-PRO-3 mCherry Repo

Figura 8. Lin28 no se detecta en células gliales en cerebro de Larvas Instar 3 wandering.
(A) Células con marcas positivas para Lin28::mCherry (Rojo) y células con marcas para glia
Repo (Verde) en el SNC. Células con marcas positivas para Lin28::mCherry (Rojo) y células
con marcas para glia Repo (Verde) en los (B) lobulos 6pticos y en el (C) corddn nervioso
ventral. Marca nuclear; TO-PRO3 (Azul). Barra = 100um.

Se analizé la expresion de Lin28 en Glia, utilizando el marcador Reversed-polarity
(Repo) (Berger y cols., 2007). Al analizar este marcador no se observaron células

dobles positivas para la marca de Lin28 y el marcador de Glia (Repo). Esta




observacién se realizé tanto en los Lébulos Opticos (Figura 8B) como en el Cordén
Nervioso Ventral (Figura 8C).

mCherry ElaV TO-PRO-3 mCherry ElaV

Figura 9. Lin28 no se detecta en neuronas en cerebro de Larvas Instar 3 Wandering.
(A) Celulas con marcas positivas para Lin28::mCherry (Rojo) y células con marcas para
neuronas ElaV (Verde) en SNC. Células con marcas positivas para Lin28::mCherry (Rojo) y
células con marcas para neuronas-ElaV (Verde) en el (B) lébulo optico y en el (C) cordén
nervioso ventral. Marca nuclear; TO-PRO3 (Azul). Barra = 100um.

Finalmente, al analizar el marcador de neuronas Embryonic Lethal, Abnormal Vision
(ElaV) (Berger y cols., 2007), no se observaron células dobles positivas para Lin28 y el

marcador de neurona ElaV, tanto en el Lébulo Optico (Figura 9B) como en el Corddn




Nervioso Ventral (Figura 9C). Estos resultados no permiten identificar el tipo celular en
el cual se expresa LIN28 en SNC de Larvas Instar 3 Wandering, dado que no se
observa expresion en Neurona, Glia ni Neuroblasto, este Ultimo resultado sugiere que
Lin28 cumpliria un papel diferente al reportado en otros tejidos y especies (Chen y

cols., 2015; Yang y cols., 2015).

5.2. Generacion de herramientas para estudiar la ganancia de funcion de Lin28
durante la metamorfosis de D. melanogaster.

Para estudiar la ganancia de funcién de Lin28 se utilizé el sistema binario Gal4-UAS.
Brevemente, este sistema adaptado de levadura utiliza el activador transcripcional
Gal4, cuya expresién es comandada por un promotor especifico. Este activador
transcripcional se uniréa a regiones blanco UAS (del inglés: Upstream Activating
Sequence) rio arriba de la secuencia codificante del gen de interés, induciendo de esta
manera su expresion (Brand & Perrimon., 1993; Griffin y cols., 2014). Para hacer uso
del sistema Gal4-UAS se clon6 la secuencia codificante de /in28 en un vector pUASt-
attb (Bischof y cols., 2007) (Figura 10) con el que se generd la mosca transgénica

UAS-dmlin28 (Best Gene Inc.).

Figura 10. Vector pUASt-dmlin28. Esquema del constructo /in28 en el vector pUASt.
Secuencia codificante del gen /in28 de D. melanogaster, en azul. Secuencias UAS, en rojo. Se
muestra la posicion de los partidores Heat-shock-pUASt-Fw y Rv usados en la secuenciacion.
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5.2.1. Sobre-expresion de Lin28 y su efecto en el tiempo de desarrollo de D.
melanogaster y eclosion del adulto.

Para estudiar el efecto de la sobre-expresion de Lin28 en la formacién de pupario, se
utilizé el driver ubicuo Tubulina-Gal4 (Tub-Gal4), el que permite expresar Lin28 en todo

el animal desde el desarrollo embrionario temprano.
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Figura 11. Curva de formacion de pupario con la Ganancia de Lin28. (A) Grafica
Representativa de 3 experimentos independientes. Se usaron 4 tubos por condicion por cada
experimento. Se graficd Promedio + Error Estandar. Tub> y’w”’a N= 423; Tub>UAS-dmlin28,
N= 454. (B) Grafica resumen de 3 experimentos independientes de fenotipos de eclosion. Cerca
del 100% de los animales eclosioné a adulto en los animales Tub>yw. El 20% de los animales
eclosioné como adulto en los animales Tub>UAS-dmlin28. Promedio + Error Estandar. Mann-
Whitney (P<0,05).
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En estas condiciones no se observaron diferencias en la temporalidad de las curvas de
formacién de pupario entre los animales wild-type y los animales que sobre-expresan
Lin28 (Figura 11A). Sin embargo, al analizar el porcentaje de animales que
eclosionaron como adulto, se observo que la sobre-expresion de Lin28 genero que solo
el 20% de los animales eclosionara como adulto (Figura 11B). Cerca del 20% no
alcanzd a evertir la cabeza y el 60% restante se desarrollé como un imago, pero no fue
capaz de eclosionar. Esto indica que la sobre-expresién de Lin28 no tiene efecto en la
entrada a la metamorfosis (transicién larva-pupa), pero afecta la progresion de Ia

metamorfosis.

5.2.2. Efecto de la sobre-expresion de Lin28 en el tamaiio de las pupas.

Debido a que se ha reportado en la literatura que Lin28, mediante la regulacién del
Receptor de Insulina, comanda las divisiones simétricas de células troncales de
intestino adulto en D. melanogaster (Chen y cols., 2015), se evalué si el crecimiento de
los animales se ve afectado con la ganancia de funcidn de Lin28. Para esto se
seleccionaron grupos de animales, machos y hembras en una proporcién 1:1. El
volumen de los animales se calculé como el de un elipsoide regular (Delanoue y cols.,
2010). Cuando se midié el volumen de las pupas se observé que al sobre-expresar
Lin28 éstas fueron un 6% mas grandes que los coniroles. Esta diferencia fue
estadisticamente significativa en 4 de 6 experimentos realizados (Figura 12A),
sugiriendo que la sobre-expresion de Lin28 tiene un efecto positivo en el tamafio de las
larvas y posteriores pupas, el que podria estar dado por la regulacién de la expresién

del receptor de insulina. Sin embargo, cuando los- animales se masaron, no hubo
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diferencias estadisticamente significativas entre las dos condiciones analizadas (Figura

12B).
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Figura 12. Sobre-expresion de Lin28 genera un aumento en el tamarfio de las pupas. (A)
Grafica representativa de 6 experimentos independientes. Se grafic6 Promedio + Error

Estandar. Tub> y'w'""® N= 213; Tub>UAS-dmlin28 N= 208. (B) Gréafica resumen de 3
experimentos independientes. Se grafico Promedio + Error Estandar. Tub> y1w1”8 N= 90;

Tub>UAS-dmlin28, N= 90. Mann-Whitney (P<0,05).

5.2.3. Efecto de Lin28 en la expresion de genes de respuesta a Ecdisona.

Para determinar si la sobre-expresion de /in28 afecta el desarrollo de D. melanogaster
a nivel molecular, se evaluaron los niveles de expresion de genes que responden a la
hormona ecdisona, principal regulador de la metamorfosis en D. melanogaster, tales
como: Receptor de la Hormona Ecdisona (EcR), Broad-Complex (BR-C), Puffs E74 y
E75, Let7-Complex y Fat Body Protein 1 (Fbp1). Se midi6 la expresién de estos genes,
mediante qPCR, a tiempos L3W, 0-1 horas, 6-7 horas, 12-13 horas luego de la
formacion de pupario de animales control y en condiciones de sobre-expresion de

Lin28.
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Figura 13. Perfiles de expresion de genes de respuesta a ecdisona L3W, 0-1 h, 6-7 h y 12-
13 h después de la formacion de pupario. Genes analizados: /in28, Receptor de la Hormona
Ecdisona (EcR), Broad-Complex (BR-C), Puffs E74 y E75, Let7-Complex y Fat Body Protein 1
(Fbp1). Los transcritos “cuantificados” se controlaron con el gen Rpl32. Se grafico el promedio +
Desviacion Estandar de las réplicas técnicas. Se analizé 1 réplica bioldgica.
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Al analizar una réplica bioldgica, la transcripcion de la secuencia codificante de /in28 se
encuentra elevada con respecto al control, confirmando [a sobre-expresion de nuestro
constructo transgénico. Por el contrario, los niveles de los genes de respuesta a
ecdisona son muy similares al control utilizado (Figura 13).

Considerando que el efecto de la sobre-expresién de Lin28 pudiera afectar la expresion
de estos genes en tiempos mas avanzados en la metamorfosis y que estos cambios
generaron el fenotipo de muerte previa a la eclosién del adulto, se analizé la expresion
de estos genes a las 6-7 horas, 16-17 horas, 24-25 horas y 32-33 horas después de la
formacién del pupario {After Puparium Formation; APF).

En la Figura 14 se muestra que en una réplica bicldgica, la expresién de genes de
respuesta a ecdisona analizados, es similar entre los animales control y los animales
que sobre-expresan Lin28. Se observd una menor expresion del let7-Complex en los
animales que sobre-expresan Lin28 comparado con los animales controles al tiempo
16-17 horas en esta replica biolégica. Es por esta razén, que se volvié a analizar la
expresion del let7-Complex en 3 réplicas bioldgicas. Se pudo observar, que al sobre-
expresar Lin28, la expresion del /ef7-Complex se ve reducida significativamente a las

32-33 horas luego de la formacién de pupario, comparada con el control (Figura 15).
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Figura 14. Perfiles de expresion de genes de respuesta a ecdisona a 6-7 h, 16-17 h, 24-25
h y 32-33 h después de la formacion del pupario. Genes analizados: /in28, Receptor de la
Hormona Ecdisona (EcR), Broad-Complex (BR-C), Puffs E74 y E75, Let7-Complex y Fat Body
Protein 1 (Fbp1). Los transcritos “cuantificados” se controlaron con el gen Rp/32. Se grafico el
Promedio + Desviacion Estandar de las réplicas técnicas. Se analizé 1 réplica biolégica. (Datos
Facilitados por el Dr. Fernando Faunes).
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Figura 15. Perfiles de expresion de genes de respuesta a ecdisona a 6-7 h, 16-17 h, 24-25
h y 32-33 h después de la formacion del pupario. Genes analizados: Let7-Complex y Lin28.
Los transcritos “cuantificados” se controlaron con el gen Rpl32. Se grafico el Promedio +
Desviacion Estandar de las réplicas técnicas. Se analizaron 3 réplicas biologicas. ANOVA Dos
Vias.

5.2.4. Efecto de la sobre-expresion de Lin28B humano en la formacién de pupario
y eclosion en D. melanogaster.

Se ha reportado que la pérdida de funcién de /lin28 y su efecto en las divisiones
simétricas de células troncales de intestino adulto de D. melanogaster, puede ser
rescatado con la expresion especifica de la isoforma B del gen /in28 humano
(Hslin28B) (Chen y cols., 2015). Para evaluar el efecto de esta isoforma de /in28, se
analizé la formacion de pupario con la sobre-expresion comandada por el driver ubicuo
Tubulina-Gal4. Como se muestra por western blot en la Figura 16A, se ve que la
construccion UAS-hslin28B-Flag-HA se sobre-expresa al utilizar el drive ubicuo Tub-
Gal4. En la Figura 16B se observa que al sobre-expresar Hslin28B la formacion de

pupario se retrasé mas de 48 horas, asimismo, solo un 78,6% de los animales logré
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llegar al estadio de pupa. Cuando se evalud la eclosion de los adultos, se observé que
la sobre-expresion del Hslin28B indujo la muerte del 100% de los animales antes de

evertir la cabeza y formar la pupa.
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Figura 16. Curva de formacion de pupario y eclosién con la Ganancia de hsLin28B. (A)
Western Blot Anti-Flag (Rb) y Anti-Actina (Ms). Se observa un aumento en los niveles de
proteina hslin28-Flag-HA con respecto a los controles. (B) Grafica de 1 experimento. Se usaron
4 tubos por condicién por cada experimento. El 76,8% de los animales Tub-Gal4>UAS-
hsLin28B formo 1pfupario, el resto murié en estadio Larval. Se grafico Promedio + Error Estandar.

Tub-Gal4> y’w 8 N= 149; Tub-Gal4>UAS-dmlin28 N= 118. (C) Grafica de 1 experimento de
fenotipos de eclosion. Cerca del 100% de los animales eclosiont a adulto en los animales Tub-

Gal4> y’w” . EI 100% de los animales murié antes de formar la pupa en los animales Tub-
Gal4>UAS-hslin28B. Promedio.

Este resultado sugiere que este gen al ser exégeno, podria estar siendo reconocido por
la maquinaria regulatoria de D. melanogaster de manera inadecuada, generando un
mayor efecto que la sobre-expresion del gen /in28 de D. melanogaster que no genera

fenotipo en el tiempo de formacién de pupario (Figura 11).
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5.3. Pérdida de Funcion de Lin28 y su efecto en la metamorfosis de D.
melanogaster.

Para estudiar si /in28 es necesario para la temporalidad de la metamorfosis, se
realizaron andlisis de pérdida de funcién mediante dos estrategias. Primero, se utilizd
un animal capaz de expresar un ARN interferente (ARNi) contra el transcrito /in28.
Segundo, se utilizaron dos animales mutantes, descritos como nulos putativos,

denominados Lin28"*° (Stratoulias y cols., 2014) y Lin28"" (Chen y cols., 2015).
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Figura 17. Curva de formacién de pupario con la pérdida de funcién de /in28. (A) Grafica
de 1 experimento. Se usaron 4 tubos por condicién con 40 animales cada uno. Se grafico
Promedio + Error Estandar. Tub> y'w'"™ N= 143; Tub>UAS-Iin28"""* N= 157. (B) Grafica de 1
experimento de fenotipos de eclosion. Se usaron 5 tubos por condicién con 40 animales cada
uno. Se grafico Promedio + Error Estandar. yw N= 179; /in28°° N=172. (C) Grafica
representativa de 3 experimentos independientes. Se usaron 4 tubos por condicion con 22
animales cada uno. Se graficé Promedio + Error Estandar. y'w’’"® N= 262: /in28"" N= 260.
Diferencia 50%= 3,4 + 0,85 h. (D) Grafica representativa de 3 experimentos independientes. Se
usaron 2 tubos por condicién con 30 animales cada uno. y'w''"® N=171; +4in28"*° N= 181:
lin28°7***" N= 165, Diferencia 50% y'w'""®- +/in26"° = 10,87 + 3,44 h; Diferencia 50% y'w' "
lin28"**1° = 6 23 + 1,93 h. Se graficé Promedio + Error Estandar.
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De los dos ARNiI disponibles se utilizé aquel que presentd un fenotipo mas fuerte
cuando se analiz6 el tamafio de los animales (Figura 20A), Lin28**"? (BL-50679).

Al realizar el silenciamiento de /in28 no se observaron cambios significativos en las
curvas de formacion de pupario (Figura 17A). Asimismo, cuando se evalud |la formacién
de pupario en la cepa /in28" (Figura 17B), tampoco se observaron diferencias en las

curvas de formacion de pupario.
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Figura 18. Porcentajes de Eclosion con la pérdida de funcion de lin28. (A) Grafica de 1
experimento de fenotipos de eclosion. Cerca del 100% de los animales eclosiond a adulto en los
animales y'w'""® y en los lin28"°. (B) Grafica resumen de 3 experimentos independientes.
Cerca del 100% de los animales eclosiond a adulto en los animales y'w'"’®. En cambio, cerca
del 90% eclosioné a adulto en los animales /in28"". El otro 10% formé un imago, pero no fue
capaz de eclosionar. (C) Grafica resumen de 3 experimentos independientes. Cerca del 100%
de los animales eclosioné a adulto en los animales y'w'"™, +4in28° y lin28"~"*"_ Se grafico
Promedio + Desviacion Estandar. Mann-Whitney (P<0,05).
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La cepa /in28"° presenta una delecién que elimina el Exén 2, 3 y parte del Exdn 4 del
gen /in28. Se describié que este mutante presenta una mortandad cercana al 50% de
los animales al momento de eclosionar, aquellos que eclosionan son homocigotos
viables y no presenta defectos fenotipicos observables a simple vista (Stratoulias y
cols., 2014). La cepa /in28", presenta una delecién que elimina el Exén 2, 3, 4 y 5,
presentan una mortandad cercana al 50% de los animales al momento de eclosionar,
aquellos que sobreviven son homocigotos viables y no presentan defectos fenotipicos
a simple vista (Chen y cols., 2015).

Cuando se midi6 el tiempo de formacién de pupario con la cepa /in28*’, se observé que
hubo un adelanto promedic de 3,4 horas. Asimismo, cuando se analiz6 la formacion del
pupario en la condicion transheterocigética /in28">%in28', se observd un adelanto de
6,23 horas promedio en la formacion del pupario. Sin embargo, el control heterocigoto
lin28"°/+ presenté un adelanto de 10,87 horas en la formacion del pupario que fue
consistente en 3 experimentos independientes.

En la cepa /in28%*° el 100% de los animales eclosion6 a adultos (Figura 18A), lo que
se contrapone a [os resultados reportados en la literatura donde cerca del 50% de los
animales muere antes o durante la eclosion (Stratoulias y cols., 2014). En la cepa
1in28"" cerca del 90% de los animales eclosioné a adultos, el 10% restante se
desarrolléd como imago y no fue capaz de eclosionar (Figura 18B). Finalmente, en los
animales con ambas mutaciones /in28"*/lin28"' cerca de la totalidad de los animales
eclosioné a adultos (Figura 18C). Hubo una diferencia del 3% entre la eclosion “del
control y del heterocigoto /in28% %+, |a que fue significativa.

Estos resultados en la pérdida de Lin28, en la cepa /in28*" y en los animales
transheterocigétos, sugieren que Lin28 participaria en la temporalidad de la entrada a

metamorfosis (fransicion larva-pupa).
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5.3.1. Generacion de herramientas para evaluar el efecto de la Pérdida de funcién
de lin28 sobre la degradacién de la Glandula Salival.

Debido a que el fenotipo de adelanto en el tiempo de formacién de pupario con la
deficiencia Lin28*' (3,4 + 0,85 horas), se analizé la degradacion de la glandula salival,
otro hito en la metamorfosis de D. melanogaster. Como se menciond previamente, las
glandulas salivales comienzan a degradarse posterior a un pulso de hormaona ecdisona
que ocurre cerca de las 12 horas APF y se degradan completamente alrededor de las
16 horas APF (Jiang y cols., 1997; Martin & Baehrecke., 2004). Es por esta razén, que
se generd un animal que expresa un reportero GFP en las glandulas salivales en el
background de la deficiencia /in28"", para analizar el tiempo de degradacién de las
glandulas por el efecto de la pérdida de /in28. Al evaluar la degradacién de la Glandula
Salival en animales /in28"', se observé un retraso en la degradacién de la glandula
salival con respecto al control de alrededor de 4horas (Figura 19), indicando que Lin28
participa en el proceso de degradacion de las glandulas salivales mediada por la

hormona ecdisona.
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Figura 19. Degradacién de la Glandula salival en animales /in28". Imagenes
representativas de 3 experimentos independientes. Tiempo luego de la formacién de pupario.
Se observa un retraso de 4h en la degradacién de la glandula en los animales /in28"" con
respecto al control. Control N=13. /in28" N= 15. Barra = 500pm.

5.3.2. Efecto de la pérdida de funcion de /in28 en el tamafo y peso de las pupas.
Al igual que con la sobre-expresion de Lin28, se evalué el efecto de la deficiencia de
lin28 en el crecimiento de los animales. Se seleccionaron grupos de animales, machos

y hembras en una proporcion 1:1. Y se midi6 el volumen de las pupas y su masa.
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Figura 20. Pérdida de funciéon de l/in28 genera una disminucion en el tamafo de las
pupas. (A) Grafica de 1 experimento independiente. Se grafico Promedio + Error Estandar.
Tub-Gal4> y'w'""® N= 30; Tub-Gal4>lin28"""" N= 30; Tub-Gal4>lin28"""? N= 30. (B) Grafica de
1 experimento independiente. Se graficé Promedio + Error Estandar. Cg-Gal4> + N= 30; Cg-
Gal4>1in28"*N? N= 30. (C) Grafica representativa de 3 experimentos independientes. Se grafico
Promedio + Error Estandar. Mann-Whitney (P<0,05). y'w''™® N= 98; /in28"*° N= 110. (D) Grafica
representativa de 6 experimentos independientes. Se graficé Promedio + Error Estandar. Mann-
Whitney (P<0,05). y'w'""® N= 248; /in28"" N= 239. (E) Grafica representativa de 3 experimentos
independientes. Se graficé Promedio + Error Estandar. Anova Una Via. yw, N= 125; Lin28%%""
N=103; Lin28"", N= 137; Lin28"""*, N= 125.
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Al realizar el silenciamiento de este gen, mediante el uso de Tub-Gal4 como driver
ubicuo, se observé que el volumen de los animales fue entre un 13% y un 21% mas
pequefios que el control (Figura 20A). Asimismo, cuando se evalué el ARN interferente
mas penetrante, utilizando un driver especifico de cuerpo graso (Cg-Gald), se observé
que el volumen de los animales fue 12% menor que el de los controles (Figura 20B). Al
evaluar la cepa /in28"%, se observé que las pupas tuvieron una disminucion de su
tamafio de 26% estadisticamente significativo (Figura 20C), que fue reproducible en 3
experimentos independientes. En cambio, la cepa /in28"" tuvo una disminucion
estadisticamente significativa del 20% en el tamario de las pupas, reproducible en 6
experimentos diferentes (Figura 20D).

Al analizar los animales transheterocigotos /in28°*%/in28"" se observé que las pupas
tuvieron una disminucién en su tamafio promedio de un 16% con respecto al control
y'w'"® diferencia que fue estadisticamente significativa en 2 de 3 experimentos.
Asimismo, las diferencias entre los animales heterocigotos /in28"%+ y /in28"'/+ con el
control y'w'"*® no fueron estadisticamente significativas en 2 de 3 experimentos (Figura
20E). Finalmente, las pupas de la cepa /in28"" tuvieron una disminucién de un 15%
estadisticamente significativo con respecto a las pupas control (Figura 21).

Estos resultados indican que [a pérdida de Lin28 tiene un efecto durante los estadios
larvales que se refleja en un menor tamafio de la pupa. Esto podria deberse a una
disminucién en la tasa de renovacion de células troncales intestinales, dada la

regulacion de la expresién del Receptor de Insulina mediada por Lin28 (Chen vy cols.,

2015).
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Figura 21. Pérdida de funcién de /in28 genera una disminucién en el peso de las pupas.
Gréfica de 3 experimentos independientes. Se graficé Promedio + Error Estandar. y'w'""® N=
90; lin28"" N= 90. Mann-Whitney (P<0,05).

5.3.3. Efecto de la deficiencia de Lin28 en la expresion de genes de respuesta a
Ecdisona.

Al igual que con la ganancia de funcion, se quiso determinar si la deficiencia de Lin28
afecta el desarrollo de D. melanogaster, evaluando los niveles de expresién de genes
que responden a la hormona ecdisona.

Se midi6 la expresion de estos genes en la cepa /in28"', mediante gPCR, a tiempos

L3W, 0-1 horas, 6-7 horas, 12-13 horas después de la formacién de pupario.
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Figura 22. Perfiles de expresion de genes de respuesta a ecdisona a L3W, 0-1 h, 6-7 h y
12-13 h después de la formacién del pupario. Genes analizados: Lin28, Receptor de la
Hormona Ecdisona (EcR), Broad-Complex (BR-C), Puffs E74 y E75, let7-Complex y Fat Body
Protein 1 (Fbp1). Los transcritos “cuantificados” se controlaron con el gen rp/32. Se grafico el
Promedio + Desviaciéon Estandar. Réplicas Biolégicas N=3. Anova-Dos Vias.
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No se observé la expresion de! mensajero /in28 en el mutante /in28%', confirmando la
delecién de /in28 en esta cepa (Figura 22). Al analizar 3 réplicas biolégicas, solo se
observaron diferencias significativas en la expresion del gen EcR (a tiempos L3W y 12-
13 h) y BR-C (L3W y 6-7 h), donde hubo un aumento en su expresion. Por otra parte, el
resto de los genes no presentd diferencias significativas (Figura 22). Esto sugiere que
la pérdida de funcién de Lin28 afecta parcialmente la sefializacion de [a- hormona

ecdisona.
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DISCUSION

La metamorfosis es un proceso de cambios post-embrionarios caracteristico de
algunos animales como anfibios e insectos. Este proceso involucra cambios
morfologicos drasticos, los cuales estan altamente regulados a nivel hormonal.
Modelos clasicos de estudio han sido X, /aevis y D. melanogaster.

En C. elegans, se descubrié un programa genético para las transiciones larvales
durante su desarrollo que corresponde a los genes heterocrénicos, los que se han
encontrado en diversas especies, como anfibios, insectos, ratones y humanos. El mas
conservado y estudiado en esta tesis es el gen /in28. Este regula las transiciones
larvarias en C. elegans, regula la metamorfosis de X /aevis, participa en Ia
neurogenesis en D. melanogaster y ratén (Moss., 2007; Moss & Rougvie., 2013
Biissing y cols., 2008; Faunes y cols., 2017; Yang & Moss., 2003; Syed y cals., 2017;
Faunes & Larrain,, 2016). Se ha reportado que Lin28 participa en diferenciacion,
desarrollo, y metabolismo de glucosa, que se expresa en células troncales
embrionarias humanas, de ratén y en lineas de carcinoma y que participa en
proliferacion de células troncales en D. melanogaster (Zhu y cols., 2010; Yang y Moss.,
2003; Chen y cols., 2015; Faunes & Larrain., 2016). Debido a estos antecedentes, es
que en esta tesis se estudio el efecto de /in28 durante el proceso de metamorfosis de

D. melanogaster, y estudiar en detalle el patrén espacial de expresion de Lin28.

6.1. Patrén de expresion espacial de /in28 en Sistema Nervioso Central (SNC).
Previa a la realizacién de este trabajo, se reporté la presencia y funcion del gen /in28
durante la ovogénesis, espermatogénesis y en células troncales intestinales adultas

(Stratoulias y cols., 2014; Chen y cols., 2015). Tejidos como el Cuerpo Graso y el SNC
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participan en la activacién de la hormona ecdisona y en la sefalizacién para la
secrecion de esta hormona respectivamente (Yamanaka y cols., 2013; Faunes &
Larrain., 2016). Es por esta razén que se analizd la expresién de Lin28 en tejidos como
cuerpo graso y en SNC durante el desarrollo larval de D. melanogaster.

Para analizar el patrén de expresion espacial de Lin28, se utilizé un animal que
corresponde a un rescate gendmico /in28::mCherry en el background mutante /in28*
recapitulando la expresion endégena del gen /in28, donde analizaron su expresién en
intestino, ovarios y testiculos adultos (Chen y cols., 2015). Cuando se realizaron
inmunofluorescencias en cuerpos grasos de animales que expresan una proteina de
fusién Lin28::mCherry, no se observé marca, es decir, /in28 no se expresa o no es
detectado en Larva Instar 3 (L3) y Larva Instar 3 wandering (L3W). Al contrastar este
resultado con la base de datos flybase.org, no se han reportado antecedentes con
respecto a la expresion de /in28 en este tejido. Por consiguiente, Lin28 no se
encontraria presente en cuerpo graso en L3 y L3W.

Al analizar la presencia de Lin28 en SNC, se encontré marca contra esta proteina en
cerebro.de L3 y L3W, lo que concuerda con los antecedentes presentes en la base de
datos flybase.org. Sin embargo, se desconoce el tipo celular que expresa fin28 en este
tefido y estadios. Debido a que Lin28 participa en procesos como neurogénesis y
proliferacion de células troncales, se evalué su presencia en neuroblastos. Cuando se
comparé la expresion de Lin28:mChemy y Deadpan (Dpn), un marcador de
neuroblastos, se observd que células Dpn+ no presentan marca para Lin28. Este
resultado coincide con un articulo publicado durante la realizacion de este trabajo, que
mediante el uso de un reportero Li[128::GFP indica que en estadios tempranos de
Larva (Larva Instar 1y 2), /in28 se expresa en células que expresan Dpn (marcador de

neuroblasto), pero al avanzar el desarrollo (L.3) estos neuroblastos dejan de expresar
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lin28 (Syed y cols., 2017). Sin embargo, nosotros observamos marca de Lin28 en SNC,
indicando que /in28 se expresa en otro tipo celular en estadio L3W. Al analizar las
inmuno-fluorescencias usando el reportero Lin28::mCherry, con el marcador de Glia
(Repo) y de manera independiente con el marcador de neuronas (ElaV) no se pudo
determinar una co-distribucion de los reporteros para Lin28 y Glia, ni para Lin28 y
Neurona dada la resolucion y el z-stack realizado. A pesar de esto, las imagenes
sugieren la posible presencia de una sub-poblacién de células Lin28+/Repo+ y una
sub-poblacién Lin28+/ElaV+. Esto sugiere que Lin28 se encuentra presente en células
diferenciadas en el SNC de Larvas Instar 3 wandering y no en células proliferativas
como los neuroblastos, lo que coincide con lo observado en intestinos de ratén, donde
se ha reportado que Lin28 se expresa en el epitelio intestinal adulto en la zona donde
ocurre la transicién entre células proliferativas y diferenciadas, manteniende una
sincronia en la renovacion de este tejido (Moss., 2007).

Con respecto al intestino en D. melanogaster, se ha observado que Lin28 regula la
capacidad de las ceélulas troncales intestinales de auto-renovarse, mediante la
regulacion de la expresion del receptor de insulina (Chen y cols., 2015). Esto sugiere
que la funcion de Lin28 varia entre tejidos y que su regulacién, por lo tanto, es diferente
dependiendo del tejido donde se expresa. Estos resultados indican que se hace
necesario realizar inmuno-fluorescencias con mayor resolucion que puedan determinar
si existe co-distribucion de la marca del reportero asociado a Lin28 y los marcadores

usados para evaluar Glia (Repo) y Neurona (ElaV).
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6.2. Efecto de /in28 en el tiempo de desarrollo de D. melanogaster.

Dados los antecedentes de Faunes y cols. 2017, donde se observa que la sobre-
expresion de Lin28 retrasa la metamorfosis de X. /aevis, se quiso estudiar un hito
caracteristico dentro de! proceso de desarrollo post-embrionario y en particular de la
metamorfosis de D. melanogaster, que es la formacion del pupario.

Como se menciond previamente, la formacién de pupario involucra el paso de un
estadio mévil {Larva Instar 3) a uno estatico (pupario), donde se genera una cubierta
de quitina y ocurre el proceso de metamorfosis (lisis de tejidos, eversion de los discos
imaginales y formacion del imago) (Thummel., 2001; Stocker & Gallant., 2008).

Para analizar cambios en la temporalidad del proceso de formacién de pupario se
analizé la ganancia de funcién de /in28 en animales disefiados con el sistema
Gald/UAS que expresaron dicha proteina de manera ubicua y se analizé la pérdida de
funcién en animales que expresan un ARN interferente usando el sistema Gal4/UAS y
en animales que poseen deleciones del gen /in28, lin28" % y lin28"".

La ganancia de funcion con el gen /in28 de D. melanogaster no produce alteraciones
en el tiempo de formacion de pupario, al igual que la pérdida de funcién de /in28 con el
interferente /in28"""? y el mutante Lin28", Sin embargo, la ganancia de funcién del
gen /in28 humano (hslin28B), si genera un retraso en la formacién de pupario al igual
que la ganancia de funcién de Lin28 de X. laevis (Faunes y cols., 2017). Por otra parte,
el mutante /in28"', presenta un adelanto en la formacién de pupario de 3 horas
reproducible en 3 experimentos independientes. Este adelanto concuerda con lo
observado en C. elegans, donde el mutante de pérdida de funcion de /in28 induce el
adelanto del estadio Larval 1 al estadio Larval 3 (Moss & Rougvie., 2013). Esta
diferencia entre ambos alelos /in28"*° y 1in28", podria estar dada por el dominio C-

Terminal ausente en /in28"". Se ha reportado en células humanas (HEK293 y PA-1)
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que el dominio C-Terminal de Lin28 recluta a la ARN Helicasa A a los polisomas
favoreciendo la traduccion de mensajeros. Sin embargo, solo la ausencia de este
dominio {presencia del dominio CSD) genera un efecto de dominante negativo debido a
que no recluta a la ARN Helicasa, inhibiendo la estimulacion en la traduccion dada por
Lin28 (Jin y cols., 2011). Por ofra parte, al realizar el transheterocigoto /in28*/in28"",
se observd un adelanto promedio de 6,23 + 1,93 horas, en cambio en el control
heterocigoto /in28"*%/+ se observé un adelanto promedio de 10,87 + 3,44 horas. Estos
resultados indican que el alelo /in28%° genera un fenotipo mas fuerte en heterocigosis
que en homocigosis, sugiriendo la existencia de mecanismos compensatorios en este

ultimo caso.

6.3. Efecto de /in28 en la eclosién de adultos.

Al evaluar el hito final de la metamorfosis de D. melanogaster, se observd que los
animales con la deficiencia de /in28%° no presentaron fenotipos evidentes, mientras
que los animales con la deficiencia /in28"', el 90% de los animales llegan a adultos.
Estos resuitados se contraponen con lo observado en Stratoulias y cols., 2014 y en
Chen y cols., 2015, donde se observa muerte del 50% de los animales antes de
eclosionar en ambas deficiencias. Esto podrfa deberse a diferencias metodoldgicas en
el manejo de los animales dado que los alimentos utilizados en los articulos y en esta
tesis fueron diferentes, debido a la funcion de /in28 de regular el receptor de insulina en
intestino (Chen y cols., 2015). Esta diferencia también podria deberse a la acumulacidn
de mutaciones supresoras en los stocks de /in28"*° y 1in28"". Al evaluar la eclosi6n de

F30/ At
grv AT,

los animales transheterocigotos /in2 se observo que la eclosién fue cercana al

100%. Al utilizar este animal transheterocigoto se descarta el efecto de mutaciones
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supresoras presente en los backgrounds genéticos de cada delecion. Por lo tanto,
estas diferencias podrian deberse a uso de comidas diferentes.

Cuando evaluamos la eclosion de los animales con ganancia de funcién de Lin28 se
observé que cerca del 20% de los animales es capaz de eclosionar a adulto. Este
fenotipo se parece a lo observado en Caygill y cols., 2008. En este articulo describieron
que cerca 31% de los animales eclosiona a adulto en mutantes con la deficiencia de
let7C en D. melanogaster. Esto podria indicar que la ganancia de funcién de /in28
bloquearia la biogénesis de fet7 (Mayr & Heinemann., 2013), generando una pérdida
de funcion de micrcARN, replicando lo observado en Caygill v cols., 2008. Estos
resultados sugieren que Lin28 regula la metamorfosis de D. melanogaster mediante su
accién sobre lef7, sin embargo, queda demostrar que ia ganancia de funcién de Lin28

reduce los niveles del microARN fet7.

6.4. Efecto de /in28 en el tamaiio de los animales.

Debido a que se ha reportado en Ia literatura que Lin28 controla las divisiones de
células troncales intestinales en el adulto de D. melanogaster y que este control esta
dado por la regulacién del receptor de insulina (Chen y cols., 2015), es que se quiso
estudiar el efecto de Lin28 en el tamario de las pupas. Se observd que la ganancia de
funcién de Lin28 genera un aumento en el volumen de las pupas de un 6% y no genera
diferencias de masa, mientras que la pérdida de funcién induce una disminucién en el
tamafio de los animales independiente de la técnica utilizada (ARNi, delecion o
transheterocigoto). Esto sugiere que Lin28 participaria activamente controlando el
crecimienfo de los animales, lo que podria estar dado por su regulacion en la

traduccion del receptor de insulina. Se ha reportado que el crecimiento de las larvas

depende de la tasa en la que estas crecen y el tiempo que permanecen en el periodo




de crecimiento, estos dos factores estan regulados por la sefializacion de insulina y por
la ecdisona, respectivamente. Asimismo, se ha reportado que al aumentar Ia
sefializacion de insulina en la glandula protoracica, se induce un aumento en el tamafio
de ésta, generando un menor tamafio en los animales (Orme y cols., 2005; Colombani
y cols., 2005), sin afectar el tiempo de pupacién (Orme y cols., 2005). Mediante gPCR
no se observaron diferencias significativas en los transcritos del Receptor de Insulina
(InR) entre el control y la delecion /in28*', sin embargo, se observa una tendencia
donde los niveles de transcrito de InR estdn aumentados con respecto al control en
estadio L3 wandering (Figura 22). Esto podria sugerir un aumento en la sefializacion de
insulina en la glandula protoracica, justificando el menor tamafio de las pupas con las
deficiencias de /in28, tal como se ha descrito en la literatura (Orme y cols., 2005 y
Colombani y cols., 2005). Sin embargo, los qPCR fueron realizados con ARN de larvas
completas impidiendo establecer el “aporte” de cada tejido, es por esta razén que seria
interesante analizar los niveles de transcrito de InR especificamente en la glandula
protoracica en animales con la deficiencia de Lin28.

Por otra parte, como se menciond previamente, Lin28 regula los niveles de transcrito
de InR, donde la pérdida de funcién de Lin28 genera una disminucién en los niveles de
transcrito del InR, disminuyendo la sefializacién de insulina (Chen y cols., 2015).
Asimismo, se ha reportado que la disminucion en la sefializacion de insulina genera
una disminuciéon en la biosintesis de la Hormona Juvenil generando animales mas
pequefios sin afectar la temporalidad en el desarrollo (Mirth y cols., 2014), lo que
podria explicar el fenotipo de disminucién de tamario en los animales con pérdida de
funcién de Lin28. Esto hace que sea interesante analizar el efecto que tiene Lin28 en la
sefializacion de Insulina, Ecdisona y Hormona Juvenil, y su efecto en crecimiento y

desarrollo. Sumado a esto, el aumento en el tamarfio de los animales con la ganancia
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de funcién de Lin28 podria deberse a un aumento en la incorporacion de nutrientes
dada por la poblacién de células troncales intestinales que podria estar aumentada
{Cheny cols., 2015).

Finalmente, se observd que no hubo diferencias entre la masa de los animales que
sobre-expresan Lin28 con su control. Esto podria explicarse debido a que cerca del
70% de los animales estan muertos al momento de la medicién, lo que se traduce en

una deshidratacién de las pupas y por ende, en una pérdida de masa de las mismas.

6.5. Efecto de /in28 en la degradacién de la glandula salival.

Dentro del desarrolle de D. melanogaster otro hito importante es la degradacion de la
glandula salival, el cual estd regulado por un psak de la hormona ecdisona a las 12
horas luego de la formacion de pupario (Jiang y cols., 1997: Martin & Baehrecke.,
2004). Dado que con la deficiencia /in28*", se observé un adelanfo de
aproximadamente 3 horas en la formacién de pupario, se quiso evaluar la degradacion
de la glandula salival. Se observé un retraso de alrededor de 4h en el tiempo de
degradacién de la glandula salival con la deficiencia de Lin28. Este resultado se
confrapone con el adelanto de 3h promedio observado en la formacion de pupario con
la misma deficiencia. Sin embargo, al ser hitos diferentes del desarrollo, comandados
por peaks diferentes de la hormona ecdisona, no serfan comparables.

Se ha reportado la presencia de un timer biolégico que controla el peak de hormona
ecdisona a las 12 horas luego de la formacién.de pupario, el que gatilla la degradacion
de la glandula salival. Este timer estda compuesto principalmente por el represor
transcripcional Blimp1 y el activador transcripcional gftz-1. Blimp1 reprime la expresion

de ffiz-1 que a su vez regula positivamente la expresién de Shade, enzima encargada
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de la conversion de la ecdisona a su forma activa la 20-hidroxiecdisona (Akagi y cols.,
2016; Agawa y cols., 2007). Asimismo, se ha reportado que el activador transcripcional
DHRS3 es necesario y suficiente para activar la expresion de fftz-1, el cual al formar un
heterodimero con E75B (DHR3/E75B) bloquearia la expresion de ffiz-1 (Thummel C.
2001). Como se observa en la figura 22, hay un aumento en los niveles de transcrito
del gen E75 en el estadio de Larva Instar 3 wandering el que no es significativo. Sin
embargo, esta tendencia podria sugerir que el aumento de E75 induce un aumento en
la formacién del heterodimero E75B/DHR3, lo que induciria un bloqueo en la expresion
de ffiz-1, lo que a su vez bloquearia la expresién de Shade ¥ por ende, retrasaria el
peak de hormona de las 12h luego de la formacién de pupario, lo que explicaria el
fenotipo de refraso de 4h en la degradacién de la formacién de pupario observado en la

figura 19.

6.6. Efecto de /in28 en la expresion de genes de respuesta a ecdisona.

Al evaluar la expresién de genes de respuesta a ecdisona [Genes analizados:,
Receptor de la Hormona Ecdisona (EcR), Broad-Complex (BR-C), Puffs E74 y E75,
let7-Complex y Fat Body Protein 1 (Fbp1)], se observé que en la ganancia de funcion,
con 1 réplica biol6gica, no hay diferencias en los genes analizados, entre los tiempos
Larva Instar 3 wandering, 0-1 horas, 6-7 horas, 12-13 horas, 16-17 horas, 24-25 horas
ni 32-33 horas luego de la formacion de pupario, con excepcion del lef7-Complex, que
con 3 réplicas bicldgicas se ven disminuidos sus niveles de expresion, con respecto al
control, a las 32-33 horas. Esta disminucién en el let7-Complex podria generar
menores niveles del microARN /let7, lo que justificaria el fenotipo de muerte en la

eclosion de los animales con la ganancia de funcion, que serian similares a la pérdida

de funcion de /et7 (Caygill y cols., 2008). Al evaluar estos mismos genes en la pérdida




de funcién se observa un aumento en los mensajeros del Receptor de la hormona
ecdisona y del Broad-Complex. Este efecto podria estar dado por una inadecuada
regulacion en la sefializacion de la ecdisona. No podemos sefalar que estos
mensajeros estan acumulandose por el efecto de “dominante negativo” que podria
tener /in28 sin su C-Terminal reportado en Jin y cols., 2011, dado que la deficiencia
utilizada en este objetivo (/in28*"), no posee los dominios de unién a ARN que
generarian este efecto, por lo tanto, el aumento en los mensajeros de dichos genes

seria producto de la ausencia de /in28 y no por una funcién de “dominante negativo”.

6.7. Efecto de la sobreexpresién de Hslin28B.

Teniamos a nuestra disposicién animales transgénicos que permiten sobre-expresar
las secuencias codificantes de las isoformas del gen /in28 humano, hslin28A y
hslin28B. Se realizd la sobre-expresién de ambos con el driver ubicuo Tub-Gald y se
observo que los animales hsLin28A no alcanzaban a formar pupario, es decir, fueron
letales en Larva Instar 3 (datos no mostrados), a diferencia de los animales hsLin28B
que si forman pupario, con un retraso de mas 48 horas con respecto al control (Figura
16). Esto podria sugerir fa existencia de una regulacion post-transcripcional del gen
lin28 de D. melanogaster, que explicaria la falta de fenotipo en la formacion de pupario
(Figura 11), que no estaria afectando al gen hsfin28B, o bien, lo estaria reconociendo
de manera inadecuada generando este fenotipo de retraso en la formacion de pupario

y muerte durante la metamorfosis (Figura 16).
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6.8. Perspectivas.

Dados los resultados de este trabajo, se plantea evaluar el papel de let7 en los
fenotipos observados de ganancia y pérdida de funcién de /in28. Debido a que una de
las funciones principales de Lin28 es regular la biogénesis del gen heterocrénico fef7,
De acuerdo a lo anterior, se plantea.verificar que los niveles de /ef7 se ven afectados a
nivel de! microARN procesado. Sumado a esto, se ha reportado que Lin28 tendria un
papel como activador transcripcional (Zeng y cols., 2016), por lo tanto, serfa
interesante relacionar los fenotipos observados a esta caracteristica molecular.

El sistema de regulacion hormonal de D. melanogaster es sumamente complejo
(Yamanaka y cols. 2013), dado que ademas de la hormona ecdisona también se
encuentra la hormona juvenil, lo que hace dificil el estudiar el papel de /in28 en la
regulacion hormonal de este animal.

Se observd que la pérdida de funcién de Lin28 en Cuerpo Graso genera una
disminucidn en el crecimiento y, por ende, en el tamafio de las pupas. Sin embargo,
Lin28 no se detecta en este tejido en estadios larvales tardios (Larva Instar 3 y Larva
Instar 3 wandering). Es debido a esto, que es interesante analizar en qué etapa del
desarrollo larval Lin28 se expresa en cuerpo graso y cdémo afecta a este tejido
generando un fenotipo de disminucién en el crecimiento.

La relacion entre la expresién de genes heterocrénicos y la regulacion hormonal se ha
podido realizar de manera parcial en el articulo de Faunes y cols., 2017, donde /in28
regula la metamorfosis de X. faevis actuando rio arriba o en paralelo con la hormona
tiroidea. Durante el desarrollo se esta tesis, se puede concluir que Lin28 regula la
metamorfosis de D. melanogaster, dados los fenotipos de adelanto en la formacién de
pupario con la deficiencia /in28*" o el fenotipo de muerte en la ganancia de funcién de

Lin28. Sin embargo, el fenotipo mas drastico se observo con la ganancia de funcién de
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gen [in28 humano, sugiriendo una inadecuada regulacion post-transcripcional
generando el fenotipo deletéreo, que Ia regulacién hormonal en D. melfanogaster al ser
mas compleja le quita peso al efecto de Lin28, y que Lin28 participa en crecimiento a
traves de una regulacién de insulina y no en los tiempos de desarrollo post-embrionario
en D. melanogaster.

Finalmente, seria interesante aclarar el papel que cumple Lin28 durante la regulacion

hormonal, lo que podrfa eventualmente estar relacionado a desérdenes endocrinos.
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CONCLUSIONES

Dados los resultados de este trabajo, se puede concluir que:

Lin28 se detecta en el Sistema Nervioso Central en Larvas Instar 3 wandering,
pero no asi en cuerpo graso.

La ganancia de funcién de Lin28 genera un efecto deletéreo en la eclosion del
adulto, sin afectar la temporalidad de la formacién de pupario. Ademas, afecta
la expresién un gen de respuesta a ecdisona (Let7Complex).

La pérdida de funcién de Lin28 “adelantaria” la formacion de pupario, siendo
necesario para el inicio y desarrollo de la metamorfosis, y para la eclosion del
adulto. Ademas, afecta la expresion de genes de respuesta a Ecdisona (EcRy
BR-C).

Lin28 participa en [a regulacion del crecimiento larval.
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