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Resumen

Las ciliopatias son un grupo de enfermedades humanas causadas por defectos en
la formacion, mantenimiento y/o funcion de las cilias primarias, que comprenden mas de
30 patologias con fenotipos parcialmente solapados. Entre ellas, el Sindrome de Bardet-
Biedl y el de Alstrdm presentan como rasgo caracteristico el desarrollo de obesidad.
Diversos estudios han demostrado que las proteinas BBS, responsables del Sindrome
Bardet Biedl, y las cilias, participan en la regulacion de la saciedad y el balance energético
a nivel del sistema nervioso central. Por otro lado, las cilias estan presentes en distintos
tejidos periféricos que también contribuyen al desarrollo y la presentacion de la obesidad.
Sin embargo, aun se conoce poco acerca de la funcién de las proteinas BBS en este

contexto.

Follistatin-like 1 (FSTL1) es una glicoproteina secretada que interviene en diversos
procesos bioldogicos como la regulacion de la proliferacion, diferenciacién y migracion
celular, asi como en la carcinogénesis y metastasis. Su expresion se altera en multiples
patologias, incluyendo enfermedades cardiovasculares, cancer, trastornos autoinmunesy
obesidad. En un trabajo previo de nuestro grupo, identificamos a FSTL1 como un nuevo
regulador de la ciliogénesis en hTERT-RPE1, no obstante, ain no se comprende
completamente el mecanismo de sefalizacion mediante el cual FSTL1 participa de la
regulacién de este proceso. Asimismo, identificamos un eje regulador compuesto por
BBS4, FSTL1 y la cilia primaria en la diferenciacion de pre-adipocitos en cultivo, lo que

sugiere un papel potencialmente relevante en la regulacién del tejido adiposo in vivo.

En este trabajo nos planteamos como objetivo profundizar en el estudio del rol
bioldgico de FSTL1 durante el desarrollo del tejido adiposo, asi como en sus mecanismos

de sefalizacidn durante la regulacion de la ciliogénesis.

Por un lado, planteamos la hip6tesis de que DIP2A fuera el receptor putativo que
media los efectos de FSTL1 sobre la cilia primaria. Para evaluarlo, inhibimos la expresion
de DIP2A en células hTERT-RPE1, modelo previamente utilizado para estudiar el efecto de

FSTL1 sobre la ciliogénesis. Observamos que la disminucion del nivel de DIP2A no afectd



significativamente a las cilias. Alternativamente, hipotetizamos que el mediador
intracelular ERK1/2 participa en la via de sefializacién activada por FSTL1. Para testearlo,
evaluamos el nivel de activaciéon de ERK1/2 en presencia o ausencia de FSTL1.
Interesantemente, el silenciamiento de FSTL1 produjo un aumento en el nivel de ERK1/2
fosforilado, lo cual sugiere que la via MEK1/MAPK podria ser un intermediario en la

sefalizacion intracelular de FSTL1.

Complementariamente, analizamos la funcion de FSTL1 in vivo, utilizando el
modelo de pez cebra. Para ello, inhibimos la expresidon de sus genes ortélogos fstlla y
fstl1b, mediante el uso de morfolinos y evaluamos el largo de las cilias en varios 6rganos
embrionarios. Observamos que las cilias presentes en la vesicula o6tica, la fosa nasal y la
vesicula de Kupffer de embriones morfantes para fstlla eran mas cortas. Asimismo,
generamos una linea mutante fstlla (-/-) utilizando CRISPR-Cas9, con el objetivo de
extender el analisis a etapas post embrionarias. Evaluamos el area de tejido adiposo en
larvas mutantes y controles bajo dos esquemas de alimentacion: una dieta estandary otra
alta en grasas. En la linea mutante observamos una reduccion significativa del area
adiposa frente a larvas salvajes, que resultd mas pronunciada en animales alimentados
con dieta alta en grasas. El analisis de marcadores de adipogénesis en la region abdominal
de estas larvas sugiere que fstlla cumple un rol favoreciendo la produccion de pre-

adipocitos, asi como también impactando en su diferenciacion y maduracion.

En conjunto, nuestros resultados muestran la participacion de ERK1/2 en la via de
sefnalizacion de FSTL1 en el contexto de la ciliogénesis, y la participaciéon de FSTL1 en la

regulacion de la ciliogénesis y el desarrollo del tejido adiposo in vivo.



Glosario de términos y abreviaturas

Término Definicion
ADCY3 Adenilato ciclasa 3 (Adenylyl Cyclase 3)
ADN Acido desoxirribonucleico
AgRP Péptido relacionado con Agouti (Agouti-Related Protein)
ALMS Sindrome de Alstrom
APCs Células progenitoras adiposas (Adipocyte Progenitor Cells)
ARN Acido ribonucleico
ARNg Acido ribonucleico guia
ARNm Acido ribonucleico mensajero
BAT Tejido adiposo pardo (Brown Adipose Tissue)
BBS Sindrome de Bardet-Biedl
BMP Proteina Morfogenética Osea (Bone Morphogenetic Protein)
CCT Chaperonin Containing TCP-1
C/EBPa Factor de transcripcion CCAAT/Enhancer Binding Protein Alpha
DIP2A Disco-Interacting Protein 2 Homolog A
dpf Dias post fecundacion
FSTL1 Follistatin-Like Protein 1
FT Fibras de Transicion
GPCRs Receptores Acoplados a Proteinas G
HFD Dieta alta en grasas (High Fat Diet)
hpf Horas post fecundacion
hTERT- . . . . I
RPE1 hTERT-immortalized retinal pigment epithelial cells
IFT Transporte Intraflagelar
IFT-A Complejo A de Transporte Intraflagelar
IFT-B Complejo B de Transporte Intraflagelar
IGF-1R Receptor del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1
IL-1B Interleuquina-1B
IL-6 Interleuquina-6
IMC indice de Masa Corporal
JS Sindrome de Joubert
KD Knock Down
KO Knock Out
LEPR Receptor de leptina
MC4R Receptor 4 de melanocortina
Receptor 1 de la hormona liberadora de melatonina (Melanin-Concentrating
MCHR1
Hormone Receptor 1)
MKKS Sindrome de McKusick-Kaufman
MKS Sindrome de Meckel-Gruber
MO Morfolino
MSCs Células madre mesenquimales (Mesenchymal Stem Cells)
MT Microtibulos
NMD Decaimiento mediado por Nonsense (Nonsense-Mediated Decay)




NPHP
NPY
NPY2R
NRQ
PBS

PBS-T

PFA
POMC

PPARY

pre-ZGA
PTC
PTU
PVN
RNF2

RT-PCR
SDA
SDS-PAGE

Shh
SiARN
SL

SS
SST3
STD
TA
TGF-B
TNF-a
TPM
VWFC
WAT
WNT

yA)
um
pL

Nefronoptisis

Neuropeptido Y (Neuropeptide Y)

Receptor 2 del Neuropeptido Y (Neuropeptide Y Receptor 2)

Cantidad Relativa Normalizada (Normalized Relative Quantity)

Solucioén salina tamponada con fosfatos (Phosphate-Buffered Saline)
Solucion salina tamponada con fosfatos y Tween (Phosphate-Buffered Saline
with Tween)

Paraformaldehido

Proopiomelanocortina (Proopiomelanocortin)

Receptor activador de proliferador de peroxisomas gamma (Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma)

Antes de la activacidn del genoma zigético (pre-Zygotic Genome Activation)
Codon de terminacion prematuro (Premature Termination Codon)
1-Phenyl 2-Thiourea

Nucleo paraventricular del hipotalamo (Paraventricular Nucleus)

Ring finger Factor 2

PCR con transcripcion inversa (Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction)

Apéndices Subdistales

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (Sodium
Dodecy! Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

Senfalizacion Sonic Hedgehog

ARN pequeno interferente (Small Interfering RNA)

Longitud estandar (Standard Lenght)

Sindrome de Sjogren

Receptor de Somatostatina 3 (Somatostatin Receptor 3)

Dieta estandar (Standar Fat Diet)

Temperatura ambiente

Factor de Crecimiento Transformante Beta (Transforming Growth Factor Beta)
Factor de necrosis tumoral alfa (Tumour Necrosis Factor Alpha)
Transcritos por millén (Transcripts Per Million)

Von Willebrand Factor tipo C

Tejido adiposo blanco (White Adipose Tissue)

Sefalizacion WNT

Salvaje (Wild Type)

Zona de Transicion

Micrometros

Microlitros



1 Introduccion

1.1 Las cilias primarias

1.1.1 Caracteristicas principales de las cilias primarias

La cilia primaria es un organelo altamente conservado que se encuentra en
practicamente todas las células de organismos vertebrados. Las cilias primarias tienen un
largo que varia entre 1y 30 um y se presentan de a una por célula como una protrusion en
su superficie (FiguralA) [1]. Como se puede observar en la Figura 1B-C, en elinterior de la
cilia se encuentra el axonema ciliar, compuesto por 9 dobletes de microtubulos. A
diferencia de las cilias mdviles, este axonema no contiene el par central de microtubulos
(es decir, presenta una configuracion 9+0). Esta configuracion candnica de dobletes puede
sufrir modificaciones en la porcion distal en algunos tipos celulares como son las cilias
altamente especializada de fotorreceptores o las presentes en células epiteliales de riidon
en mamiferos, en las que el axonema distal esta compuesto por segmentos de singuletes

de microtubulos (Figura 1C) (revisado en [2]).

El axonema ciliar se nuclea desde el citosol cercano a la membrana plasmatica a
partir del cuerpo basal. El cuerpo basal es una estructura compuesta por dos centriolos, el
centriolo madre, es decir el que proviene de la célula madre, se asocia a través de fibras de
transicion y apéndices distales y subdistales a la membrana ciliar (revisado en [3]). A su
vez, en la base ciliar, existe una region especializada denominada zona de transicion,
donde existen fibras llamadas Y-links, que anclan el axonema a la membrana ciliar [4].
Tanto los Y-links como las fibras asociadas a los cuerpos basales, sirven como barrera de
difusion, regulando el transporte de proteinas desde y hacia la cilia. De esta manera, y a
pesar de ser una estructura continua con el citosol y la membrana plasmatica, la cilia
presenta una composicién de lipidos y proteinas diferente al resto de la célula [5,6].
Ademas, en algunos tipos celulares la membrana periciliar presenta una invaginacion,
denominada bolsillo ciliar (Figura 1 A-B) [7]. Esta region especializada de la membrana
funciona como un sitio activo de endocitosis y exocitosis de vesiculas que provienen de la

membrana ciliar o que estan destinadas a ella, respectivamente [7]. Este mecanismo
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permite regular la disponibilidad de receptores de localizacion ciliar, como por ejemplo el
receptor de TGFp (delinglés, Transforming Growth Factor Beta) [8,9]. Cabe destacar que la
mayoria de los componentes ciliares son sintetizados en el reticulo endoplasmico y en el
aparato de Golgi. Un complejo compuesto por ocho proteinas denominado BBSoma, del
cual hablaremos mas adelante, participa en el direccionamiento de las vesiculas que

tienen como destino la membrana ciliar.

a C cortes transversales del eje
2 b cilia-cuerpo basal

Organizacién del axonema

Axonema i

ﬂ[‘]‘m[ Ectosomar -

Receptor

Senal

v Parte distal
— 4 +— Membrana ciliar
d Zona de transicién ciliar
Membrana plasmatica Ylinks Bolsillo ciliar
.. : Vesiculas y fosas
.. Kinesina recubiertas de clatrina ¢
IF-B L =1
.. )°< ZT — membrana
0 - periciliar ' -
. Y-links en la zona de transicion
IFFA—= I 1 I
.‘4— Dineina Endosoma l 1 T
' temprano
. MT SDA
. N\
BBSoma
Fibras de transicion en el
Cuerpo Basal cuerpo basal
(centriolo MT singuletes Y-link
madre) g
Centriolo — MT dobletes Fibrade
hijo 200 MT tripletes transicion

Figura 1. Principales caracteristicas de la estructura y transporte en la cilia primaria.

A. Microscopia electrénica de barrido de fibroblastos embrionarios de ratén donde se observa la
presencia de la cilia primaria y el bolsillo ciliar.

B. Esquema de las principales caracteristicas estructurales de (as cilias primarias. El axonema de las
cilias primarias presenta 9 dobletes de microtubulos (MT) periféricos sin par central que se nuclean a partir
del cuerpo basal. La membrana ciliar es continua con la membrana de la célula. En la base de la cilia se
encuentra una region denominada zona de transicion (ZT) que limita el pasaje de componentes entre la cilia
y el resto de la célula. En esta region, el axonema ciliar se encuentra asociado a la membrana ciliar a través
de Y-links. El cuerpo basal es uno de los centriolos de la célula modificado por la asociacién de diferentes
proteinas. Algunas de ellas forman las fibras de transicion (FT) y apéndices subdistales (SDA) que le permiten
Su asociacion a membrana. Algunas cilias se encuentran parcialmente inmersas en una invaginacion de la
membrana celular, llamada bolsillo ciliar. Los lipidos y proteinas necesarios para el crecimiento de la
membrana ciliar se transportan desde vesiculas del reticulo endoplasmico y del aparato de Golgi hacia la
base ciliar, donde son incorporados a la membrana en la region del bolsillo ciliar mediante exocitosis. A su
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vez, la endocitosis regula la disponibilidad de receptores en la membrana ciliar. La liberacion de ectosomas
con contenido ciliar, es un mecanismo de comuniacacion con células vecinas y sirve ademas como via
alternativa de remodelado de la composicidn de receptores ciliares.

C. llustracion de la organizacion del axonema ciliar que muestran como se visualizaria el interior de la
cilia a través de cortes transversales que van desde la punta hasta la base de esta. En los mismos se puede
observar la organizacién de microtubulos en la porcion distal de la cilia. La presencia de Y-links en la zona de
transicion y de fibras de transicion asociadas al cuerpo basal.

D. Esquema de los principales componentes del sistema de transporte intraflagelar (IFT). Las proteinas
ingresan a la cilia a través de su asociacion con particulas IFT-B y son transportadas hacia la punta ciliar
(transporte anterdgrado) unidas a la proteina kinesina Il. Por otra parte, el transporte de proteinas desde la
cilia hacia el citoplasma celular se da mediante la maquinaria de transporte retrégrado que utiliza motores
moleculares de dineina en asociacion con particulas IFT-A. La imagen utilizada en A fue extraida y adaptada
de [10]. Las ilustraciones B, C y D fueron extraidas y adaptadas de [2].

En el interior de la cilia, opera una maquinaria de transporte especializada,
denominada transporte intra-flagelar (IFT, del inglés Intraflagellar Transport) que traslada
componentes ciliares, desde y hacia su extremo distal[11]. Para ello, las cargas se asocian
con proteinas IFT adaptadoras, formando complejos moleculares que son transportados
utilizando el axonema de microtibulos y proteinas motoras. Un sistema de transporte
anterogrado compuesto por kinesina Il y particulas IFT-B mueven cargas hacia el extremo
distal de la cilia, mientras que un sistema de transporte retrégrado compuesto por dineina
citoplasmatica 2y particulas adaptadoras IFT-A mueven cargas desde el extremo distal de

la cilia hacia el cuerpo basal (Figura 1D) [11,12].

Las cilias primarias cumplen un rol central en la regulacion de la homeostasis
celular concentrando un gran numero de receptores de estimulos mecano- y quimio-
sensoriales en su membrana y coordinando multiples vias de sefalizacion intracelulares
[2,13,14]. Un ejemplo de esto es la familia de receptores GPCRs (del inglés G protein-
coupled receptors), que transmiten sefales especificas a la célula a través de proteinas G
para regular diversos procesos celulares y eventos fisiologicos [15,16]. Hasta la fecha se
han descrito mas de 37 receptores GPCR con localizacion ciliar [2]. Algunos ejemplos
incluyen GPCRs que controlan la deteccion de la luz por los fotorreceptores, la captacion
delolor en neuronas sensibles al olfato, procesos cognitivos en el cerebro, la homeostasis

energéticay el control del apetito [2,16]. Ademas, la cilia presenta receptores involucrados

12



en la sefalizacién de Sonic Hedgehog (Shh) y WNT, receptores tirosina-quinasa y

receptores involucrados en la sefalizacion por calcio, entre otros [2,13,14].

Finalmente es importante mencionar que, en vertebrados, la ciliogénesis esta
estrechamente vinculada al ciclo celular, limitdndose la presencia de la cilia a etapas G1
0 GOy el inicio de la fase S [13,17]. En consecuencia, las cilias primarias estan ausentes
durante la mitosis, momento en que los centriolos son utilizados para la organizacion del
esqueleto de microtubulos, y formacion del huso mitético. Por lo tanto, la regulacion de la

ciliogénesis es esencial en las células en proliferacion [13,17].

1.1.2 Ciliopatias y Sindrome de Bardet Biedl como modelo

Las ciliopatias son un grupo de enfermedades humanas causadas por defectos en
la formacion, mantenimiento y/o funcion de las cilias primarias [13,18,19]. Este grupo de
patologias abarca mas de 30 enfermedades diferentes con fenotipos parcialmente
solapantes [2,18]. En la Tabla 1 se describen los principales fenotipos asociados a
diferentes ciliopatias. Algunas ciliopatias tienen fenotipos relativamente especificos o
restringidos a un determinado drgano o tejido, como por ejemplo la poliquistosis renal
(PKD), mientras que otras son sindromes multisistémicos, como por ejemplo el Sindrome
de Joubert (JS), Sindrome de Alstrom (ALMS), Sindrome de Meckel-Gruber (MKS) y
Sindrome de Bardet-Biedl (BBS). Una caracteristica interesante, es que este solapamiento
no solo se observa en la presentacion de distintos fenotipos sino también a nivel genético,
donde, por ejemplo, distintas mutaciones en un mismo gen pueden determinar el
desarrollo de diferentes ciliopatias. Un caso interesante en este sentido es el del gen MKS1
(OMIM *609883). La proteina MKS1 se localiza principalmente en el cuerpo basal y zona
de transicion. Mutaciones en este gen han sido asociadas a un fenotipo MKS, asi como BBS
y JS. En este sentido, se ha encontrado que el tipo de mutaciones que porta el paciente
tiene una relacion con la severidad del fenotipo que desarrolla. Es decir, pacientes que
portan dos mutaciones en las que se pierde completamente la funcion del gen, y no se
produce proteina funcional (mutaciones en sitios de splicing canénicos o que generan

codones de finalizacion de la traduccion prematuros), desarrollan MKS. Sin embargo,
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pacientes que producen ciertos niveles de proteina funcional, debido a la presencia de
mutaciones del cambio de sentido en alguno de los alelos (alelos hipomorfos) pueden
desarrollar un fenotipo BBS [20,21]. Otro caso interesante es el del gen CEP290 (OMIM
*610142). La proteina CEP290 se localiza principalmente en el cuerpo basal, y mutaciones
en este gen han sido identificadas en pacientes con Nefronoptisis (NPHP), Sindrome de
Senior-Loken (SLS), JS, MKS y BBS, ademas de Amaurosis Congénita de Lebery pérdida de
vision temprana [2,19,22]. En este caso, a pesar de que mas de 100 mutaciones han sido
descritas en este gen, aun no se ha podido establecer una correlacidn genotipo/fenotipo y
por lo tanto el poder predictivo del genotipo relacionado a CEP290 aun es limitado [23].
Adicionalmente, se debe tomar en cuenta, que a pesar de que las ciliopatias en su mayoria
son enfermedades monogénicas recesivas, pueden existir alelos modificadores en otros
genes ciliares con efecto epistatico, es decir, que modulen la penetrancia y expresividad

de un determinado fenotipo [20].

Tabla 1. Diferentes fenotipos asociados a defectos en la cilia y ejemplos de ciliopatias.

PKD

NPHP

MKKS

SLSN

EVC

JATD

OFD

ALMS

BBS

MKS

Quistes renales

v

v

v

v

<

AN

Malformaciones del CNS

v

Degeneracion de la retina

v

Defectos en el eje izg.-der.

Polidactilia

AN BN BN BN

AN BN BN BN

Malformaciones gonadales

Enfermedades cardiacas

AN BN BN BN

Retardo mental

Obesidad

Diabetes

AN RN IRV IRN IR RN RN (RN I

Defectos del esqueleto

PKD: enfermedad policistica del rifion; NPHP: nefronoptisis; MKKS: Sindrome de McKusick-Kaufman; SLSN:
Sindrome de Senior-Loken; EVC: Ellis-van Creveld; JATD: displacia toracica asfixiante de Jeune; OFD sindrome
orofaciodigital; ALMS: Sindrome de Almstrom; JS: Sindrome de Joubert; BBS: Sindrome de Bardet-Biedl; MKS:
Sindrome de Meckel-Gruber; CNS: sistema nervioso central. Extraido y adaptado de [13].

BBS, es una enfermedad que pertenece al grupo de las llamadas “enfermedades
raras”. Presenta una prevalencia de 1:100.000 individuos en Europa y 1:160.000 en
América del Norte, pero alcanza una incidencia 1:13.500 en algunas poblaciones arabicas
con alta consanguinidad [24,25]. BBS es un sindrome pleiotropico: dentro de sus

caracteristicas principales los individuos afectados presentan distrofia de retina,
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obesidad, polidactilia, disfuncion renal, discapacidad intelectual, hipogonadismo,
malformaciones genitourinarias, malformaciones renales y/o enfermedad del parénquima
renal [25-27]. Hasta la fecha se han identificado 22 genes causantes de esta patologia:
BBS1 (OMIM *209901), BBS2 (OMIM *606151), BBS3/ARL6 (OMIM *608845), BBS4 (OMIM
*600374), BBS5 (OMIM * 603650), BBS6/MKKS (OMIM *604896), BBS7/FLJ10715 (OMIM
*607590), BBS8/TTC8 (OMIM *608132), BBS9/PTHB1 (OMIM *607968), BBS10/
C120RF58/ FLJ23560 (OMIM *610148), BBS11/TRIM32/ HT2A (OMIM *602290), BBS12/
FLI35630/C40RF24 (OMIM *610683), BBS13/ MKS1/ FLJ20345 (OMIM *609883),
BBS14/CEP290/KIAA0373/NPHP6/3H11AG (OMIM *610142), BBS15/WDPCP (OMIM
*613580), BBS16/ SDCCAG8/ CCCAP/ NY-CO-8/SLSN7 (OMIM *613524), BBS17/LZTFL1
OMIM *606568), BBS18/BBIPI (OMIM *613605), BBS19/IFT27 (OMIM *615870), BBS20/
IFT172 (OMIM *607386), BBS21/CFAP418 (OMIM *614477), BBS22/IFT74 (OMIM
*608040). Ademas, CEP164 (OMIM *614848) y SCAPER (OMIM *611611) han sido
postulados como genes candidatos para BBS [28,29] asi como también SCLT1 [30] con lo
que se llegaria un total de 25 genes causantes de BBS. Seguin un meta-analisis que incluye
mas de 85 trabajos publicados con pacientes diagnosticados con BBS en todo el mundo,
los genes con una mayor proporcion de diagndsticos asociados son BBS1 (28 %), BBS10

(17 %), BBS12 (8 %) y BBS3 (8 %), como se muestra en la figura 2B [31].

BBS es por lo tanto una patologia que presenta una amplia heterogeneidad de loci,
es decir que numerosos genes producen la misma enfermedad. Interesantemente,
algunos reportes indican que la severidad y la expresion de algunos fenotipos podrian
depender del gen en particular que esta involucrado en el desarrollo de la enfermedad en
cadaindividuo, lo que se podria explicar por diferencias ya sea en expresién o funcién entre
genes/proteinas BBS [31]. Particularmente, si se comparan la presentacion de los
principales fenotipos (distrofia de retina, obesidad, discapacidad intelectual, polidactiliay
presencia de anomalias renales) pacientes con mutaciones en BBS3 tienen una menor
penetrancia del deterioro cognitivo y manifestaciones renales en relacion con otros genes

BBS[31].

Como mencionamos anteriormente cuando nos referiamos a las generalidades de

las ciliopatias, si bien BBS en la mayoria de las familias parece heredarse siguiendo un
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patron autosdémico recesivo, en algunos casos se comportnoa como un rasgo de herencia
oligogénica, donde mutaciones en mas de un gen BBS colaboran para modular la
presentacion de la enfermedad [18,26,32-34]. Sumado a esto, se han identificado otros
genes como CCDC28B (OMIM *610162) [32], TMEM67/MKS3 (OMIM *609884) [35] y
CORF86 [36] que modifican la expresion del fenotipo en pacientes que presentan la
patologia. Estos fendmenos se explican, al menos parcialmente, por elhecho de que todas
estas proteinas cumplen roles relacionados en la formacion de las cilias e incluso forman
complejos, donde distintas proteinas BBS poseen algun grado de redundancia funcional

(revisado en [19,37]).

Las proteinas BBS caracterizadas a la fecha se localizan principalmente en el
centrosoma y cuerpo basal de la cilia, participando activamente tanto en la formacién y
mantenimiento, como en la funcionalidad de estos organelos. En la Figura 2A, se
esquematizan la localizacién y organizacion para las proteinas BBS mas estudiadas. Las
proteinas BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBS8, BBS9 y BBS18/BBIP1/BBIP10 forman un
complejo proteico octamérico llamado BBSoma de 438 KDa cuya funcion es el trafico de
proteinas ciliares y moléculas de senalizacion a la membrana ciliar. De esta manera el
BBSoma juega un papel principal en la regulacion la composicion ciliar. Proteinas del
BBSoma reconocen senales en las proteinas destinadas a ir a la cilia y forman una
cobertura en las vesiculas que las contienen marcando su transito hacia la misma (Figura
2)[37]. Eneste proceso, BBS6, BBS10yBBS12, forman un complejo junto a 6 chaperoninas
del tipo CCT (delinglés Chaperonin Containing TCP-1). Estas proteinas, involucradas en el
plegamiento de proteinas citosolicas principalmente actina y tubulina, asisten también el
ensamblado del BBSoma en sus primeras etapas de formacion (Figura 2) [38,39]. Por otra
parte, BBS3/ARL6 es una GTPasa que asiste en la asociacion del BBSoma a las vesiculas
post Golgi en la base de la cilia y su posterior ingreso a la misma [40]. La proteina BBS4 a
su vez esta involucrada en el transporte de proteinas hacia la region pericentriolar, en un
proceso dependiente de microtubulos y dineina. La region pericentriolar actuaria como un
reservorio de BBS4, controlando su disponibilidad para formar parte del BBSoma [40,41].
Cabe senalar, que la identificacidn y caracterizacion funcional de nuevos genes/proteinas
BBS ha revelado su participacion en distintos aspectos de la funcion ciliar, asi como la

regulacion del BBSoma. Por ejemplo, BBS17 media el transporte del BBSoma [42,43].
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BBS19 actuia como intermediario entre el BBSoma e IFT y es importante para el transporte

anterdgrado [44].

IFT-A | IFT-B

BBSome ‘[\ N

— - BBS2; 8%
\ 7 1B BBS7; 6%
ARLE TN/ D BBS1; 28%

BBS4; 5%

BBS5; 4%
BBS8/TTCS; 3%
BBS9; 3%
Non-canonical; 5%
BBS1 BBS3/ARLS6; 8%

r"\‘ BBS6/MKKS BRI 0 BBS12; 8%

{ BBS10

‘ JJ’ BBS12 BBS2 |

BBS10; 17%

BBS4
BBS18/BBIP1
BBS8/TTC8

Figura 2. Organizacion funcional de las proteinas BBS mas estudiadas y prevalencia de mutaciones en
genes asociados al Sindrome Bardet Biedl.

A. Representacién esquematica de la organizacion de las proteinas BBS mds estudiadas dentro de la
cilia y en las proximidades de ésta. 8 de estas proteinas BBS (BBS1, BBS2, BBS4, BBS5, BBS7, BBS8/TTCS,
BBS9y BBS18/BBIP1) forman un complejo denominado BBSoma encargado de transportar las vesiculas cuya
funcion es el tréfico de proteinas ciliares y moléculas de sefializacion a la membrana ciliar. Las proteinas
BBS6/MKKS, BBS10, BBS12 facilitan el ensamblado del BBSoma y BBS3/ARL6 es una GTPasa que regula la
entrada del BBSoma (y la salida) a la cilia.

B. Diagrama de torta basado en un meta-analisis de 426 pacientes con sindrome de Bardet-Biedl
(BBS), que ilustra la prevalencia de las mutaciones en los principales genes asociados con el BBS. En celeste,
genes que codifican proteinas del BBSoma; en rojo, mutaciones en BBS3/ARL6, en amarillo mutaciones en
genes que codifican para las chaperoninas. En gris se incluyen mutaciones en los demds genes BBS, llamados
a estos efectos “no canodnicos”. Paneles A y B extraidos y modificados de [31].

Adicionalmente, muchas proteinas BBS participan de diversos procesos extra
ciliares también importantes para la fisiologia de las células y revisados en [37]. Por

ejemplo, se ha reportado que BBS7 interactua con el factor remodelador de la cromatina
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RNF2 (del inglés Ring finger Factor 2) y afecta la expresion génica [45]. Ademas, BBS6 se
transporta activamente al nucleo, donde, a través de la interaccién con SMARCC1, regula
la expresion génica [46]. Los autores de este trabajo postulan que el desarrollo de
Sindrome de McKusick-Kaufman (MKK), podria ser compatible con la funcion extra ciliar de
esta proteina [46]. También existen algunos reportes que asocian a proteinas del BBSoma
en el trafico de vesiculas hacia la membrana plasmatica, a través de la via endocitica. Este
es el caso del receptor Notch vinculado a la comunicacion intercelular. La union del
receptor Notch a su ligando transmembrana regula numerosos procesos de
diferenciacion. En ausencia de las proteinas BBS4y BBS1, su localizacién en la membrana
plasmatica y en la cilia se ve reducida [47]. Otra funcion extra ciliar reportada para el
BBSoma es la formacion y el mantenimiento de la dinamica de los microtibulos del
axonema. Su subunidad BBIP10/BBS18 afecta la polimerizaciéon y la acetilacion de

microtibulos [48].

1.1.3 Cilias y obesidad

A nivel de sistema nervioso central

Como fue mencionado anteriormente, uno de los principales fenotipos asociados
a un subgrupo de ciliopatias, entre ellas BBS y el sindrome de Alstrom (OMIM *606844), es
el desarrollo de obesidad desde edades tempranas. Esto nos plantea la pregunta de por

qué un mal funcionamiento de las cilias podria estar asociado con la ganancia de peso.

Distintos estudios en los ultimos afios han dejado en evidencia el rol de las cilias
en neuronas, y en particular en regiones del sistema nervioso central que son cruciales
para el mantenimiento del balance energético [49]. A nivel central, el control de la ingesta
de energia se regula principalmente en el hipotdlamo a través del eje leptina-
melanocortina. La leptina es una pequefia hormona del tipo citoquina, secretada por el
tejido adiposo blanco que actua en el cerebro controlando la saciedad. Su receptor
principal, LEPR (del inglés Leptin Receptor) se expresa en el hipotdlamo. Tanto una
deficiencia en la produccién de leptina como mutaciones en el receptor LEPR, conllevan a

obesidad severa [49]. Por otra parte, cabe destacar que, en pacientes y animales obesos,
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los niveles circulantes de leptina en sangre suelen encontrarse elevados sin lograr reducir
laingesta de alimentos ni aumentar el gasto energético, lo que se conoce como resistencia

a la leptina [49].

En el ndcleo arcuato del hipotalamo, al menos dos clases de vias de sefalizacion
neuronales son moduladas por leptina: la via catabdlica, estimulada frente a niveles altos
de leptina, que esta representada fundamentalmente por neuronas POMC (del inglés
Proopiomelanocortin) y la via anabdlica que estd compuesta principalmente por neuronas
NPY (delinglés Neuropeptide Y) / AgRP (delinglés Agouti-related protein) que son inhibidas
por leptina [50]. En las neuronas POMC, la leptina aumenta la expresion del gen POMC, que
se procesa enzimaticamente para producir a-MSH (del inglés alpha-Melanocyte-
Stimulating Hormone). Por otro lado, en las neuronas NPY/ AgRP, la leptina inhibe la
expresion de los genes NPY y AgRP [50]. Estas neuronas de nucleo arcuato tienen
proyecciones axonales hasta otras regiones del hipotalamo, entre ellas, el nucleo
paraventricular (PVN). En la region PVN, los dos péptidos a-MSH y AgRP son liberados
sobre neuronas que expresan el receptor MC4R (delinglés Melanocortin 4 receptor) donde
gjercen un efecto antagonico en la regulacion del apetito. La unién de a-MSH al receptor
MCA4R activa dicho receptor enviando sefial de saciedad (efecto anorexigénico), mientras

que AgRP inhibe su actividad y por lo tanto estimula el apetito (efecto orexigénico) [51].

La delecion condicional de genes esenciales para el transporte intraflagelar como
IFT88 Yy KIF3A, ha sido ampliamente utilizada para delimitar procesos en los que la cilia es
requerida [50]. La pérdida de la cilia en ratones adultos, inducida por el knockout (KO)
condicional de dichas proteinas, causa hiperfagia y obesidad acompafada por niveles de
insulina, leptina y glucosa elevados en suero [52]. Si se aplica una dieta restrictiva sobre
estos animales, se puede revertir este fenotipo, lo que indica que la cilia esta involucrada

en la ganancia de peso por un control de la saciedad e ingesta de alimentos [50].

Por otro lado, se ha demostrado que proteinas BBS como BBS1, BBS2, BBS4, BBS6
Y BBS17, son requeridas para una correcta sefializacion de leptina en el hipotalamo [53-
56]. Los ratones KO para estos genes son hiperfagicos, presentan resistencia a leptina en
sangre y obesidad [53-55]. La restriccion calorica en estos animales previene la obesidad

y reduce los niveles de leptina en sangre. Sin embargo, aunque la restriccion calorica
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recupere los niveles de leptina en sangre, la sefalizacion en neuronas POMC a través del
receptor LEPR se encuentra disminuida significativamente [53]. EL mecanismo de accion
aun no se conoce en todos los casos. En relacidon con BBS1, se observé que dicha proteina
interacciona con LEPR a través del dominio C-terminal del receptor y que, en su ausencia,
la localizacion del receptor LEPR se mantiene retenida en el trans-Golgi y vesiculas
exociticas, llegando solo pequefa proporcién de éste a la membrana (ver modelo
planteado en la Figura 3) [53,54]. Por otro lado, en el caso de los ratones KO para BBS17,
aunque la localizacion de LEPR en la membrana no se ve afectada, si se observan defectos

en sefalizacion intracelular de la via [56].

El desarrollo de obesidad en las ciliopatias, no se limita a un problema en la
localizacion delreceptor de leptina (revisado en [2,14,57]). Numerosos receptores del tipo
GPCR que participan en la regulacion de la ingesta en animales, entre los que se destacan
MCHR1 (del inglés Melanin-Concentrating Hormone Receptor 1), SSTR3 (del inglés
Somatostatin Receptor 3), NPY2R (del inglés Neuropeptide Y Receptor 2) y MC4R se
localizan en la cilia primaria en neuronas hipotaldmicas. En modelos murinos KO para
BBS2 y BBS4 los receptores MCHR1, SSTR3 y NPY2R pierden su localizacion ciliar, lo que
lleva a desregulacion de la ingesta (Figura 3) [58,59]. Por otro lado, el receptor MC4R,
componente central de la via de leptina-melanocortina, se localiza en la cilia primaria de
neuronas PVN, junto con ADCY3 (del inglés Adenylyl cyclase 3), una proteina que media la
sefnalizacion de MC4R, asi como otros receptores GPCRs. Defectos tanto en la localizacion
ciliar de MC4R, como la inhibicién de la actividad de ADCY3 en estas neuronas generan

obesidad [60].

Interesantemente, en el sindrome de Alstrom, no se han observado cambios en la
localizacion de GPCRs y aun no se ha determinado si la localizacion de LEPR esta alterada.
Sin embargo, neuronas hipotalamicas de estos modelos muestran un menor contenido de
ADCY3 por lo que la senalizacion intracelular por proteinas GPCRs se veria afectada
(Figura 3) [57]. En esta misma linea hay que mencionar que ratones deficientes para
ADCY3 desarrollan obesidad, debido a una reduccion de la actividad fisica, hiperfagia y

resistencia a leptina [61].
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Cilia normal mutante IFT mutante BBS mutante ALMS1

_J L Receptor de Leptina (Lepr)

-\nml Receptores GPCR ciliares (ie Mchr1, Mc4r, Npy2r)

Adenilato ciclasa lll ciliar (Adcy3)

Figura 3. Localizacion ciliar de receptores asociados al control de la ingesta en diferentes mutantes
ciliares. La mutacidn en proteinas de la maquinaria del transporte intraflagelar resulta en la ausencia de la
cilia. En modelos de ratones para BBS, tanto la localizacion de los receptores ciliares GPCRs y la localizacion
en lamembrana del receptor de leptina LEPR se encuentra perturbada. En el modelo murino del sindrome de
Alstrém, las proteinas GPCR se mantienen en la cilia, pero no asi ADCY3. Extraido y modificado de [50].

A nivel periférico

Como ya se menciono anteriormente, en el contexto de deficiencia de proteinas
BBS, existe una localizacién aberrante de receptor de Leptina y otros receptores GPCRs
involucrados en la regulacion de la ingesta a nivel de sistema nervioso central, defecto que
conduce a hiperfagia explicando, al menos en parte, el fenotipo de obesidad encontrado
en los pacientes con BBS. Sin embargo, multiples lineas de evidencia indican que ademas
de su rol en el sistema nervioso central, las proteinas BBS tienen un efecto a nivel

periférico, en particular en el tejido adiposo.

El tejido adiposo blanco desempefia un rol crucial en el balance energético del
organismo, al almacenar y también liberar acidos grasos, ademas de secretar diversos
tipos de adipoquinas. El tejido adiposo estda compuesto por diversos tipos de células,
incluyendo adipocitos maduros, células estromales, fibroblastos, macrdfagos, células
sanguineas, células endoteliales, células de musculo liso, células madre mesenquimales
(MSCs) y células progenitoras adiposas, a las que denominamos APCs (del inglés

Adipocyte Progenitor Cells) (Figura 4A).
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Ante un exceso de energia, se produce una expansion del tejido adiposo ya sea por
un aumento de tamafio de los adipocitos preexistentes (hipertrofia) o por la generacion de
nuevos adipocitos via el proceso de adipogénesis (hiperplasia) [62,63]. La hipertrofia del
tejido adiposo frecuentemente conlleva a hipoxia y fibrosis, lo que a su vez puede resultar
en infiltracion celular y un aumento en la liberacion de citoquinas, incrementando las
complicaciones metabolicas asociadas a la obesidad [64,65]. Por otro lado, la hiperplasia
del tejido adiposo puede contrarrestar las consecuencias metabolicas perjudiciales de la
obesidad, y, por lo tanto, se considera beneficiosa o protectora. Los adipocitos mas
pequefios generados por la adipogénesis pueden ayudar a preservar una adecuada

vascularizacion, reducir el estrés hipoxico y evitar la inflamacidn en el tejido adiposo [66].

El proceso de adipogénesis del tejido adiposo blanco puede dividirse en dos etapas
principales. En la primera etapa, conocida como compromiso al linaje adipogénico, las
células MSCs precursoras multipotentes, se diferencian a APCs comprometidas al linaje
adiposoy luego a pre-adipocitos completamente comprometidos. Las APCs, son un grupo
heterogéneo de células que se asemejan a fibroblastos, y que pueden diferenciarse en
distintas lineas de pre-adipocitos (por ejemplo, adipocitos beige y blancos) en respuesta a
factores genéticos y ambientales, contribuyendo a la expansion del tejido adiposo [67-69].
Durante este proceso, en las APCs ocurre la activacion de factores de transcripcion claves
como PPARy (receptor activado por proliferador de peroxisomas gamma) y C/EBPa
(proteina de union al elemento potenciador CCAAT) [62]. La segunda etapa se conoce
como diferenciacion. Los pre-adipocitos detienen su proliferacién y comienzan a adquirir
caracteristicas morfoldgicas y funcionales de adipocitos, como la acumulacion de lipidos
y la expresion de genes especificos de adipocitos. PPARy y C/EBPa siguen siendo cruciales
en este proceso, junto con otros factores como SREBP1 (proteina de union a elementos
reguladores de esteroles) [70]. Las células se convierten en adipocitos maduros, capaces
de almacenar lipidos en grandes gotas de grasa y de secretar adipoquinas. Este proceso
esta influenciado por varios factores externos, como senales hormonales (insulina,

glucocorticoides), sefales nutricionales y el microambiente tisular [62,63].
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Distintas lineas de evidencia muestran un rol importante de las cilias en este
complejo proceso. Por ejemplo, numerosos receptores con efectos antagonicos en la

adipogénesis se localizan en la cilia primaria de APCs y pre-adipocitos (Figura 4B).

El receptor FZD, de tipo GPCR de la via de WNT, se localiza en la cilia primaria de
APCs[71,72]. La sefalizacion por la via de WNT mantiene a los pre-adipocitos en un estado
indiferenciado, y su inhibicién es suficiente para desencadenar la adipogénesis

espontanea [73].

Ademas, los receptores PTCH1 y SMO de la via de Shh también tienen una
localizacion ciliar. En APCs, al activarse la via Shh, PTCH1 es transportado fuera de la cilia,
mientras que SMO se acumula en ella, promoviendo la activacion de factores de
transcripcion GLI [71,74]. En pre-adipocitos 3T3-L1, la activacién de la via Shh inhibe la
adipogénesis e induce la expresién de marcadores osteogénicos [74]. FBF1, un
componente de las fibras de transicion ciliares restringe la diferenciacién de los pre-

adipocitos al promover la transferencia del receptor SMO a la membrana ciliar [75].

Asimismo, el receptor MCHR1 puede translocar a la cilia primaria durante etapas
tempranas de la diferenciacion de pre-adipocitos, inhibiendo la expresion de genes que

desencadenan la adipogénesis [76].

La insulina y el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1) (del inglés
Insulin Like Grow Factor 1) son reguladores clave del tejido adiposo blanco. Ambas
moléculas promueven la adipogénesis al unirse a sus respectivos receptores, aunque
también pueden unirse a receptores intercambiados con una menor afinidad. En pre-
adipocitos 3T3-L1, el receptor IGF-1R se localiza tanto en la base de la cilia como en la
membrana plasmatica; sin embargo, el IGF-1R ciliar es mas sensible a la estimulacién por
insulina. Durante las etapas tempranas de la diferenciacion, el receptor IGF-1R se recluta
en la base de las cilias junto con balsas lipidicas que propagan la sefalizacién intracelular,

favoreciendo asi la adipogénesis en respuesta a insulina [77-79].

Finalmente, el receptor FFAR4/GPR120, un tipo de GPCR activado por acidos

grasos w3 de la dieta, también se localiza en la cilia primaria de pre-adipocitos 3T3-L1y
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APCs murinas y humanas [80]. La activacion de FFAR4 induce la adipogénesis a través de

la sefializacion por AMPc ciliar [80].
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Figura 4. Control periférico de la obesidad por la cilia primaria.

A. Esquema de la composicion del tejido adiposo. El tejido adiposo blanco, presente en depdsitos
viscerales y subcutdneos, esta formado principalmente por células MSC (del inglés mesenchymal stem
cells), pre-adipocitos, macréfagos y adipocitos maduros. Tanto las células MSC como pre-adipocitos poseen
cilias, las cuales estan ausentes en adipocitos maduros.

B. Esquema de la sefalizacion medida por la cilia primaria en tejido adiposo. La cilia primaria actua en
el tejido adiposo como un centro de sefalizacion en células MSC y en pre-adipocitos comprometidos,
organizando y transduciendo multiples seriales que regulan la adipogénesis. Especificamente, las vias Wnt y
Hh han mostrado tener un efecto inhibitorio de la adipogénesis y sus receptores SMO y FZD, respectivamente,
selocalizan en la cilia. Asimismo, proteinas ciliares como BBS10, BBS12, FBF1y MCHR1 también contribuyen
a la inhibicion de la adipogénesis. Por el contrario, la activacion de las vias de sefializacion FFAR4/GPR120 y
IGF-R promueven la adipogénesis. Extraido y modificado de [57].

La cilia sufre cambios dindmicos durante el curso de la adipogénesis. Durante los
primeros dias de la induccion de la adipogénesis en cultivos primarios de células APCs,
ocurre un alargamiento transitorio de las cilias [77]. A medida que las gotas de lipidos
comienzan a acumularse en el citoplasma de los pre-adipocitos en cultivo que se estan
diferenciando, la proporcion de células ciliadas y el largo de estas disminuye hasta que
éstas son reabsorbidas y estan ausentes en los adipocitos maduros [71,77]. La

importancia de la presencia de las cilias en etapas iniciales se muestra en experimentos
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donde se inhibié la formacién de la cilia primaria, mediante el silenciamiento de KIF3A o
IFT88. El resultado fue un bloqueo de la adipogénesis tanto en lineas celulares 3T3-L1

como en modelos murinos con delecion condicional de IFT88 en pre-adipocitos [78,80].

Interesantemente, numerosos genes BBS tienen un perfil de expresion dinamico a
lo largo de la diferenciacion de adipocitos, con un pico de expresién maximo al dia 3 de la
diferenciacion en practicamente todos los genes BBSs analizados [81]. Asu vez, lainsulina
e IGF-1, inductores potentes de la adipogénesis, reducen la expresion de BBS1, BBS2,
BBS4 y BBS6 [82]. Este patrén de expresidn se asemeja por lo tanto al patron de ciliacién
de las células durante la diferenciacion. Mas aun, se ha comenzado a entender que las

proteinas BBS juegan un rol activo en este proceso.

El knockdown (KD) de BBS4 en pre-adipocitos induce un aumento de la
proliferaciony alteraciones en la diferenciacién [83]. A lo largo de la adipogénesis, los pre-
adipocitos KD para BBS4, acumulan significativamente mas triglicéridos, aunque en gotas
mas pequefas (pero en mayor nimero) con perfiles de acidos grasos modificados [83]. La
expresion de marcadores adipogénicos es deficiente en adipocitos KD para BBS4 en
relacidon con adipocitos maduros salvajes [83]. Ademas, en estudios donde se sobre
expresa o reduce la expresion de BBS4, se ha demostrado que este gen regula la captacion
de glucosa en los adipocitos [82]. Por otra parte, el KD de las chaperoninas BBS10y BBS12
reduce el numero de pre-adipocitos ciliados en tejido adiposo, no se detecta el efecto
inhibitorio de la via WNT y ademas se favorecen vias pro-adipogénicas a través de la
activacion de la transcripcion de genes por PPARy [71,84]. En linea con lo anterior,
adipocitos derivados del cultivo de fibroblastos dérmicos de pacientes con BBS acumulan

mas triglicéridos [71].

Estos hallazgos resaltan la importancia de la cilia primaria como un centro
regulador clave en la adipogénesis, al integrar multiples vias de sefializacién que pueden
promover o inhibir la diferenciacion celular. Sin embargo, el mecanismo molecular que
coordina estas sefales aun no se conoce completamente. Comprender con mayor
precision la funcion de la cilia primaria en la adipogénesis y la disfuncidn del tejido adiposo
y trastornos metabolicos relacionados podria arrojar pistas sobre posibles estrategias

terapéuticas orientadas a su tratamiento.
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En un trabajo previo de nuestro grupo, se identificd un nuevo eje regulador
compuesto por BBS4, la proteina FSTL1 (del ingés Follistatin-like 1) y la cilia primaria que
desempefa un papel relevante durante la adipogénesis [85]. FSTL1 se expresa en células
dellinaje mesenquimaltanto en humanos como en ratones [86]. A pesar de que su funcion
aun no se comprende completamente, participa en varios procesos como la regulacién de
la proliferacion, diferenciacion y migracion celular, desarrollo de 6rganos, carcinogénesis
y metastasis, entre otros [87]. En concordancia con una funcion relevante en estos
procesos, el nivel de expresion de FSTL1 cambia durante el transcurso de diferentes
patologias, incluyendo enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedades

autoinmunes sistémicas y obesidad (revisado en [88]).

En la siguiente seccion, se presenta informacion relevante para comprender la
funcién de FSTL1 en distintos procesos fisioldgicos, con el objetivo de generar un contexto
funcional y resumir el conocimiento actual sobre los mecanismos moleculares
implicados, con especial énfasis en su rol en la obesidad y en el funcionamiento de las

cilias primarias.

1.2 FSTL1

1.2.1 Estructuradelgeny de proteina FSTL1

En humanos el gen FSTL1 se localiza en el cromosoma 3, region 3q13.33y consta
de 11 exones, siendo los exones 2 al 11 los exones que codifican para proteina (NCBI ID:
11167). La proteina FSTL1 producida a partir de dicho gen, es una glicoproteina secretada
de 308 aminoacidos (Uniprot Q12841). La proteina fue originalmente identificada en la
linea MC3T3-E1 osteobldstica murina como un factor inducido por TGF-B1 (del inglés
transforming growth factor 1) donde se la denomino TSC-36 (delinglés TGF-B1-stimulated
clone 36) [89]. Ademas, de forma casi simultanea, se identificé como una proteina de alta
expresion en medio condicionado de glioma de rata, donde se la denomind FRP (delinglés

follistatin-related protein) [90].
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FSTL1 pertenece a la familia de proteinas SPARC (delinglés secreted protein acidic
and rich in cysteine). Como se puede observar en la Figura 5, la region N terminal de la
proteina FSTL1 humana consta de un péptido senal (PS) de unos 20 aminoacidos y una
region acidica sin afinidad por calcio. Seguidamente, un dominio homélogo a follistatin
(FS) que contiene 10 residuos de cisteinas que conforman 5 pares de puentes disulfuro.
Este dominio FS, a su vez, puede ser subdividido en un dominio tipo follistatin (FOLN) y un
dominio inhibidor de serin proteasas tipo Kazal (KAZAL) [91]. Ademas, presenta un dominio
extracelular de union al calcio (EC) con dos hojas EF, y en el extremo C-terminal, un

dominio con alta homologia al von Willebrand factor tipo C (VWC).

1] 20 31 53 98 113 232 271

Figura 5. Estructura de la proteina FSTL1 en humanos. En el esquema se ilustran los dominios presentes en
la proteina: el péptido sehal (PS), dominio follistatin (FOLN), dominio tipo KAZAL, el dominio extracelular de
union a calcio (EC) que contiene dos hojas EF-hands y dominio Von Willebrand factor type C (VWC).
Extraido y modificado de [92].

En H. sapiens la proteina canonica no glicosilada tiene un peso de 35 KDa, con
prediccion de 4 sitios de N-glicosilacion, 2 sitios de O-glicosilacion y 2 sitios de
fosforilacion [90,93] (Uniprot Q12841). Mediante espectrometria de masas se han
detectado dos isoformas cargadas eléctricamente que difieren en el grado de
glicosilacion, particularmente en la incorporacion de acido sialico [93]. El dominio FS de
la proteina FSTL1 murina, forma un dimero estable tanto en solucion como en cristal [91].
Ademas, este dominio es indispensable para que ocurra la correcta funcion de FSTL1 en la
transduccién de sefiales mediada por TGF-B1, proteina conocida por actuar de forma
dimérica [91]. Estas observaciones sugieren que la proteina FSTL1 podria estar actuando

como un dimero [91].

1.2.2 FSTL1en enfermedades cardiovasculares
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Las enfermedades cardiovasculares son un grupo de patologias que afectan el
corazon y los vasos sanguineos e incluyen falla cardiaca (cardiopatias e isquemia de
miocardio) y enfermedades que afectan las arterias coronarias. Los niveles séricos de
FSTL1 estan significativamente elevados en pacientes que sufren numerosas
enfermedades cardiovasculares como: sindrome coronario agudo [94,95], falla cardiaca
sistdlica crénica [96] e insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion preservada [97].
Ademas, el nivel de FSTL1 en sangre se correlaciona significativamente con una mayor

severidad y/o menor sobrevida de los pacientes [94-96,98,99].

Por otro lado, la expresién de FSTL1 en el coraz6n tiene un rol protector frente
diversas a lesiones [100-102]. En un corazon saludable, la expresién de FSTL1 se localiza
principalmente en el epicardio [103]. Tras un infarto de miocardio se pierde la expresion
en el epicardio y aumenta en el miocardio [103]. La administracion de FSTL1 mediante un
parche epicardico en modelos de ratén y cerdo con infarto de miocardio ha demostrado
estimular la entrada en el ciclo celular y la division de cardiomiocitos preexistentes,
mejorando la funcion cardiacay la supervivencia [103]. Ademas, actualmente se investiga
el uso potencial del trasplante de células MSC que sobreexpresan FSTL1 en corazones
infartados, lo que favorece la revascularizacion, reduce la inflamacion y mejora la

supervivencia celular en el miocardio [104].

1.2.3 FSTL1ycancer

El rol de FSTL1 en el cancer es aun controversial, ya que, dependiendo
fundamentalmente del tipo de tumor, puede tanto favorecer como inhibir la

carcinogénesis.

Estudios que analizaron la expresion de FSTL1 en biopsias tumorales, ya sea
analizando ARNm mediante qPCR o proteina mediante Western Blot e
Inmunohistoquimica, revelaron patrones opuestos segun el contexto. Se ha observado un
aumento significativo de FSTL1 en tejido tumoral en relacion con tejido normal pareado en
adenocarcinoma colorrectal [105], cancer gastrico [106,107], glioblastoma [108-110],

hepatocarcinoma[111,112]. Por otro lado, se encontré una reduccién de FSTL1 en cancer
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de mama [113], carcinoma de ovario [114,115], carcinoma de endometrio [114], cancer
cervical [116], carcinoma nasofaringeo [117], cancer de pulmdn no microcitico [118,119]

y carcinoma renal de células claras [120,121].

En este sentido, se estudiod la sobrevida de pacientes con baja y alta expresion de
FSTL1 a nivel tumoral, con el mismo tipo de tumor. En aquellos tumores con alta expresion
de FSTL1, como cancer colorrectal [105], glioblastoma [109], cancer gastrico [106,107] y
hepatocarcinoma[111,112] una mayor expresion de FSTL1 se asocio significativamente a
una peor sobrevida. En cambio, en tumores donde la expresion de FSTL1 es baja, como
cancer de mama, una menor expresion de FSTL1 se correlaciond con una reduccién en la

sobrevida [113].

Ensayos in vitro en diferentes lineas tumorales apoyan esta funcionalidad dual de
FSTL1, sugiriendo que puede actuar como un oncogén o como un supresor tumoral,

dependiendo del tipo celulary del microambiente [106,112,122,123].

1.2.4 FSTL1 en patologias donde la inflamacion juega un rol central

La concentracion sérica de FSTL1 en pacientes con patologias reumaticas
sistémicas como osteoartritis, artritis reumatoidea, artritis idiopatica juvenil sistémica y
artritis, es significativamente superior a la de controles [124-127]. Esta observacion puede
extenderse a pacientes con otras patologias autoinmunes sistémicas como colitis
ulcerosa, lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren, esclerosis sistémica y
polimiositis/dermatomiositis. En algunas patologias articulares, como osteoartritis,
artritis reumatoidea, artritis idiopatica juvenil sistémica, existe una correlacion positiva
estadisticamente significativa entre los niveles de FSTL1 en sangre y el grado de desarrollo
de la patologia, evaluado mediante otros marcadores inflamatorios [125,127,128].
Ademas, dichos niveles disminuyen en el curso de tratamientos eficaces [92,129]. En
pacientes con patologias reumaticas, la expresion de FSTL1 se encuentra aumentada en
el tejido sinovial, en relacidn con pacientes control con trauma de rodilla sin enfermedad
[126,127,130]. Dicha expresion se restringe principalmente al citoplasma de sinoviocitos

y células endoteliales [124,125].
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En otro contexto, en la enfermedad de Kawasaki, que se caracteriza por una
inflamacion sistémica y vasculitis, la abundancia de FSTL1 en sangre aumenta en
pacientes con un desarrollo agudo de la enfermedad y son superiores en pacientes que
presentan complicaciones o que no responden a la terapia con inmunoglobulinas [131].
También se ha visto que pacientes criticos con sepsis bacteriana generalizada, presentan

niveles mayores de FSTL1 en suero [92].

Los monocitos/macrofagos no expresan normalmente FSTL1, pero son capaces de
captar FSTL1 en el sitio de la inflamacion, lo que resulta en un aumento en la secrecion de

citoquinas pro-inflamatorias (TNFa, IL1-B e IL6) [92,130,132].

Sin embargo, también existen reportes de que FSTL1 podria tener un efecto anti-
inflamatorio en algunos escenarios. El modelo de artritis inducida por anticuerpos contra
colageno tipo Il se ha utilizado frecuentemente para investigar el papel de FSTL1 en la
inflamacidn artritica en ratones. En el modelo, el tratamiento con FSTL1 humano atenua la
inflamacién articular, reduciendo significativamente la gravedad de la artritis y la
expresion de IL-6 (interleuquina-6), MMP3 y MMP9 (Metaloproteinasa de matriz 1 Y 9,
respectivamente), que estan asociados con la destruccion articular y la inflamacion

sinovial [133].

La hipotesis actualmente planteada es que FSTL1 podria tener un efecto anti-
inflamatorio durante la fase aguda de algunas enfermedades inflamatorias, pero sin
embargo tendria un efecto pro-inflamatorio a largo plazo y en enfermedades crénicas

[88,129].
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1.2.5 FSTL1yobesidad

La obesidad ha crecido sustancialmente en las ultimas décadas convirtiéndose en
un problema de salud publica a nivel mundial que tiene impacto en el riesgo y prondstico
de otras patologias tales como, las enfermedades cardiovasculares, sindrome
metabolico, diabetes tipo 2 y cancer [134]. La obesidad es una enfermedad crénica
multifactorial compleja, definida por un indice de masa corporal (IMC) igual o superior a

30 kg/m?y se caracteriza por un aumento excesivo de la masa del tejido adiposo [135].

El tejido adiposo, ademas de ser un tejido de almacenamiento de energia, actia
como un érgano clave en las funciones enddcrinas e inmunoldgicas, a través de la
secrecion de una variedad de moléculas bioactivas llamadas adipoquinas. Las
adipoquinas, como la leptina y la adiponectina, son capaces de modular el peso corporal,
el apetito, la homeostasis de glucosa, la inflamaciony la presion arterial [136]. También en
este tejido se secretan citoquinas pro- y anti-inflamatorias, como por ejemplo IL-6, TNF-q,
IL-1B (interleuquina -1pB) [137,138]. Por otra parte, las hormonas producidas en otros
tejidos como el intestino y el sistema cardiovascular son integradas en una red compleja
centrada en el tejido adiposo [139]. Durante la obesidad, el exceso de tejido adiposo altera
el equilibrio en la secrecion de estas moléculas, promoviendo un aumento de citoquinas
proinflamatorias y la acumulacién de macrofagos en el tejido adiposo. Esto genera un
estado de estrés oxidativo e inflamacion crénica, que predispone al desarrollo de
resistencia a la insulina y complica las afecciones cardiovasculares asociadas a la

obesidad (revisado en [139-141]).

Los niveles séricos de FSTL1 en individuos con sobrepeso/obesos estan
aumentados significativamente frente a sujetos controles [142,143]. Sin embargo, cuando
se analizé una cohorte de hombres y mujeres con obesidad morbida y super-obesidad
(IMC promedio 44.77 kg/m?) se observé una reduccion significativa en los niveles séricos
de FSTL1frente aindividuos con IMC de rango normal [144]. Los niveles de FSTL1 en sangre
dependen del estado metabdlico de los individuos, lo que complejiza el analisis y podria
explicar la diferencia entre los resultados en las diferentes cohortes de individuos. En
hombres saludables, existe una correlacion entre los niveles plasmaticos de FSTL1 con el

IMC asi como con marcadores de estrés oxidativo como proteina C reactiva y metabolitos
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reactivos del oxigeno [145]. También se ha encontrado que el nivel sérico de individuos con

diabetes tipo Il es superior a individuos saludables [143].

En un estudio realizado en Uruguay, en el cual participd nuestro grupo, se observd
que, en pacientes sometidos a cirugia bariatrica, niveles séricos pre-quirdrgicos mas altos
de FSTL1 se correlacionan con una mayor reduccion del IMC, es decir una mayor

probabilidad de éxito de la cirugia [146].

Los principales tejidos productores de FSTL1 en ratén incluyen el tejido adiposo,
tanto tejido adiposo blanco (WAT, del inglés White Adipose Tissue) como tejido adiposo
pardo (BAT, del inglés Brown Adipose Tissue), pulmones y musculo (esquelético y
cardiaco) [143,147]. La expresion de FSTL1 es elevada en pre-adipocitos y disminuye en
etapas tempranas de la diferenciacién de adipocitos [147]. En el trabajo previo de nuestro
grupo se mostré que FSTL1 es un regulador directo de este proceso [85]. En ese trabajo se
planted que tanto los niveles altos de FSTL1 aliinicio, asi como la reduccidn de sus niveles
una vez en marcha la diferenciacion, son importantes para esta funcion. Cuando se
silencia la expresion de FSTL1 al comienzo de la induccion de la adipogénesis, asi como
cuando se administra FSTL1 recombinante para mantener altos los niveles de FSTL1 en el
medio de cultivo durante etapas tardias, se produce una inhibicion significativa de la
diferenciacion de la linea celular de pre-adipocitos 3T3L1, medida por la acumulacion de

lipidos tefiidos con Qilred oil (ORO) y la expresion de marcadores de diferenciacion [85].

Interesantemente, la expresion de FSTL1 muestra un patrén similar al de las
proteinas BBS con niveles altos al inicio de la diferenciacion y niveles bajos una vez que
comienza el proceso. Estos niveles también se correlacionan con la dinamica de las cilias
durante la diferenciacion, que como mencionamos antes, estan presentes en pre-
adipocitosy alinicio de la diferenciacion y luego se acortan y reabsorben a medida que la

diferenciacion a adipocitos maduros avanza.
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1.2.6 Relacion entre FSTL1, la cilia y la adipogénesis

En el trabajo previo de nuestro grupo se logro vincular a FSTL1 con la cilia,
posicionando a FSTL1 no solo como un gen regulado por la funcionalidad de la cilia sino
como un nuevo regulador de la ciliogénesis, aspecto que podria jugar un rol fundamental
en el contexto de la adipogénesis. Se demostro que la expresion de FSTL1 depende de la
funcionalidad de la cilia: el silenciamiento de BBS4, asi como IFT88 en hTERT-RPE1, resultd
en una reduccion significativa de la expresion de FSTL1 [85]. Interesantemente, también
se mostrdo que BBS4 regula los niveles de FSTL1 por un mecanismo adicional
independiente de la cilia: cuando se silencio la expresion de BBS4 se inhibio la secrecion

de FSTL1y la proteina se observd retenida en vesiculas del tipo de lisosomas [85].

Ademas, el silenciamiento de FSTL1 resulta en una reduccion significativa del
numero de células ciliadas, asicomo del largo de las cilias [85]. Interesantemente, se pudo
comprobar una correlacion directa entre los niveles de FSTL1 y el estado de ciliacién
durante la diferenciacion de pre-adipocitos 3T3L1: la inhibicidn de FSTL1 al inicio result6
en un cilias mas cortas mientras que la adicion de FSTL1 recombinante al medio inhibid la
reabsorcion de las cilias en células ocurre a partir del dia 3-4 de la diferenciacién [71]. Por
lo tanto, nuestros resultados previos sugieren que durante la adipogénesis ocurre una
regulacion retroalimentada en la funcionalidad de la cilia mediada por la expresion de
FSTL1 que a suvezregulala ciliogénesis. Todos estos resultados han sido obtenidos a partir
del estudio de células en cultivo y se desconoce la relevancia de FSTL1 en el contexto del

tejido adiposo.

Por otro lado, el efecto observado de FSTL1 sobre la ciliogénesis es de tipo
paracrino, es decir a través de la proteina secretada, mediante una via de sefalizacion

actualmente desconocida.

Existe numerosa evidencia en la literatura que vincula a FSTL1 con diferentes vias
de senalizacion intracelular durante diferentes procesos. DIP2A (del inglés Disco
Interacting Protein 2 Homolog A) ha sido postulado como receptor de la proteina FSTL1 en
varios contextos fisioldgicos. Por ejemplo, frente a dafio isquémico, FSTL1 muestra efectos

protectores en cardiomiocitos y células endoteliales. En este contexto hay evidencias que
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indican que FSTL1 actua a través de DIP2A en la activacion de la via PI3BK/AKT, facilitando
sus efectos anti-apoptoticos y reparadores en el tejido cardiaco [100,102,148]. En
glioblastoma, FSTL1 favorece la proliferacion tumoraly la resistencia a farmacos, también
a través de su interaccion con DIP2A [110,149,150]. Finalmente, en procesos
inflamatorios, FSTL1 y DIP2A participan en la modulacién de citoquinas, regulando la

respuesta antiinflamatoria en tejidos con inflamacion crénica [132].

A partir de estos antecedentes surgen las preguntas que se abordaran en el
presente trabajo bajo la hipotesis general de que la reduccidon de los niveles de FSTL1
media al menos parte de los efectos de la deficiencia de BBS4, en el proceso de

ciliogénesis y contribuye de esta manera a la patogénesis de BBS.

En esta tesis trabajaremos sobre dos hipdtesis especificas:

Hipétesis 1: DIP2A, un receptor descrito para FSTL1, y la via de AKT son mediadores

de la funcidén paracrina de FSTL1 involucrada en la ciliogénesis en hTERT-RPE1.

Hipotesis 2: FSTL1 afecta la ciliogénesis y diferenciacién de adipocitos en el tejido

adiposo in vivo.
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2 Objetivo general

Como objetivo general nos planteamos explorar el mecanismo por el cual FSTL1
regula la ciliogénesis in vitro y determinar cual es la relevancia funcional de FSTL1 sobre

los procesos de ciliogénesis y adipogénesis in vivo.

2.1 Objetivos especificos

2.1.1 Evaluarposibles mecanismos de transduccion de sefiales que median la funcion

de FSTL1 en la ciliogénesis en hTERT-RPE1

2.1.1.1 Estudiar delrol de DIP2A en la actividad paracrina de FSTL1 sobre la ciliogénesis.

2.1.1.2 Estudiar las vias de sefalizacion intracelular que median la accion de FSTL1

durante la ciliogénesis

2.1.2 Analizarelrolde FSTL1 en la ciliogénesis y en el desarrollo del tejido adiposo en

pez cebra.

2.1.2.1 Evaluarelfenotipo durante el desarrollo embrionario temprano y la ciliogénesis en

embriones morfantes para fstll1a y fstl1b.

2.1.2.2 Generar una linea de peces knockout para fstlla mediante el sistema de edicion

genomica CRISPR-Cas9.

2.1.2.3 Caracterizar el fenotipo embrionario temprano y la capacidad de formacion de

tejido adiposo en la linea fstl1a (-/-).
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3 Materiales y métodos

3.1 Cultivo celular

3.1.1 Medios y condiciones de cultivo

Tabla 2. Caracteristicas y condiciones de cultivo de la linea celular "TERT-RPE1

Linea hTERT-RPE1

# ATCC® CRL-4000™

Organismo Homo sapiens

Tejido Retina, ojo, epitelio pigmentado

Células epiteliales RPE- inmortalizadas mediante la transfeccion
Tipo celular con el plasmido pGRN145 que expresa la subunidad catalitica de
la telomerasa (hTERT) [151]

Medio DMEM: F-12 con L-Gutamina y 15 mM HEPES (#31330-38)

10 % SFB

Medio de cultivo
100 U/mL PS

10 mM HEPES

0,01 mg/mL Higromicina B

Cultivamos la linea celular hTERT-RPE1 a 37 °C y 5 % CO,. Para el pasaje de las
células, lavamos con PBS 1X (sin magnesio y sin calcio) e incubamos con tripsina 0,05 %
EDTA 1 mM (#25300-054, Gibco) durante 5min a 37 °C (1 mL de tripsina/placa de 100 mm).
Inhibimos posteriormente la tripsina mediante el agregado de medio con suero fetal bovino
(SFB). Replaqgueamos diluyendo la suspension celular en placas nuevas segun la densidad

buscada.

Para el almacenamiento a largo plazo de la linea, resuspendimos las células
tripsinizadas en 10 mL de medio completo con suero y las transferimos a un tubo cénico

de 15 mL. Centrifugamos las células a 800 g durante 5 min, aspiramos el sobrenadante y
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resuspendimos el pellet en medio de congelacion (90 % SFB, 10 % DMSO). Distribuimos

en crioviales y las conservamos en nitrégeno liquido (-195,8 °C).

3.1.2 KD mediante el uso de StealthRNAi™ siARN

Para reducir la expresion de nuestros genes de interés (knockdowns: KD)
empleamos oligonucleotidos sintéticos pre-disefiados in silico o stealth RNAi de Thermo
Fisher Scientific. Estos oligonucledtidos de 25 pb son moléculas de ARN doble cadena
(siARNs), con modificaciones quimicas que le otorgan una alta especificidad y estabilidad
en las condiciones de cultivo celular, hibridando e inhibiendo la traduccion del ARNm del
gen de interés, mediante silenciamiento inducido por interferencia por ARN. Como control
negativo, empleamos un siCneg de secuencia aleatoria que no hibrida con ninguna
secuencia especifica en el genoma humano, con un contenido GC similar a los siARN
especificos. En cada condicién ensayada, afiadimos la cantidad correspondiente de
siCneg, de manera de que la cantidad total de siARN sea la misma en todas las

transfecciones (secuencias incluidas en la Tabla 5 en el Anexo).

Transfectamos estos SiARN en las células en complejos con Lipofectamine®
RNAIMAX (#13778-150, Thermo Fisher Scientific), mediante un protocolo de transfeccion
reversa, en donde los complejos se adicionan en la placa con las células en suspension.
Tanto la dilucidn de la lipofectamina como la de los siARN las realizamos en medio Opti-

MEM Reduced Serum Medium (# 31985-062, Thermo Fisher Scientific).

Para cada pocillo de 35 mm, preparamos una mezcla de 250 pyL de Opti-MEMy 5 uL
de Lipofectamine RNAIMAX. Por otro lado, diluimos los siARN en 250 pL de Opti-MEM a la

concentracion de uso.

Mezclamos ambos tubos en una proporcién 1:1 y los incubamos durante 5 min a
temperatura ambiente (TA). En cada pocillo, agregamos la mezcla junto con 1 mL de
células en suspension y 500 yL de medio DMEM GlutaMAX™ con 10 % de SFB, sin

antibioticos, ya que su presencia disminuye la eficiencia de la transfeccion.
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Tabla 3. Condiciones de transfeccion con siARN dirigidos para FSTL1 y DIP2A

SIARN stealth hDIP2A stealth hFSTL1 stealth hCneg
(pmol/mL) (pmol/mL) (pmol/mL)
FSTL1 10 45
DIP2A 45 10
FSTL1+DIP2A
Cneg 55

Luego de 24 h de la transfeccién, cambiamos el medio de las células por DMEM
GlutaMAX™ con antibidticos con o sin 10 % SFB (Suero Fetal Bovino), la ausencia de SFB
favorece la ciliacién, y mantuvimos el cultivo en esas condiciones por 24 o 48 horas

adicionales segun el experimento.

Tal como se detalla a continuacion, analizamos la eficiencia del knockdown
midiendo los niveles de ARNm mediante qRT-PCR y/o los de proteina mediante Western

Blot.

3.1.3 Extraccion de ARN y sintesis de ADN copia (ADNc)

Realizamos la extraccion de ARN total a partir de las células en cultivo en placas de
35 mm utilizando TRIZOL (Invitrogen# 15596-026), siguiendo el protocolo del fabricante
con pequefas modificaciones. Lavamos las células con PBSy luego las resuspendimos en
1 mL de TRIZOL. Las transferimos a un tubo eppendorfy las incubamos durante 5 min a TA.
Agregamos 200 pL de cloroformo, agitamos vigorosamente durante 15 seg e incubamos
durante 3 min a TA. Centrifugamos a 12.000 g durante 15 min a 4 °C y transferimos el
sobrenadante a un nuevo tubo, al que luego afiadimos 500 pL de isopropanol. Mezclamos
por inversion e incubamos 10 min a TA. Centrifugamos a 7.500 g durante 5 mina4°Cy
descartamos el sobrenadante. Lavamos el pellet con etanol 75 %. Dejamos secar el pellet
durante 10 min al aire y lo resuspendimos en 30 pL de agua libre de nucleasas (Gibco),
incubando durante 10 min a 56 °C. Determinamos la concentracion de ARN midiendo la
absorbancia a 260 nmy su pureza a través de la relacion de las absorbancias 260/230 nm
y 260/280 nm (NanoDrop, Thermo). Finalmente, almacenamos las muestras a -80 °C.

Realizamos la sintesis de ADN copia (ADNc) empleando el kit SuperScript™ First-Strand
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Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen #11904018) a partir de 1-5 pg de ARN, siguiendo
las instrucciones del fabricante y utilizando como cebador oligo dT (20mer 5’Phos de IDT)

0 hexameros aleatorios segun el experimento.

3.1.4 Realtime PCR (qPCR)

Evaluamos la expresion relativa de los genes de interés mediante PCR en tiempo
real, en el equipo Eco Real-Time PCR System (lllumina) con el agente intercalante
fluorescente SYBR Green.

El valor de Ct (del inglés cycle threshold) corresponde al nimero de ciclos
necesarios para que la fluorescencia de la PCR alcance un nivel umbral, y es inversamente
proporcional a la cantidad de acido nucleico molde presente en la muestra. Empleamos
actina como gen de referencia el cual no modifica su expresion en las condiciones
ensayadas (gen housekeeping) y normalizamos su expresion frente a la condicion control
(control de siARN). Calculamos la tasa de expresion relativa (R) de los genes de interés
como 2742t (método AACt) [152].

Todas las muestras se ensayaron por triplicado, y los valores de Ct se promediaron
entre las réplicas técnicas. Los cebadores fueron disefiados con el algoritmo Primer3 a

través del programa Primer-BLAST (secuencias incluidas en la Tabla 5 en el Anexo).

Tabla 4. Condiciones de reaccion empleadas en gPCR

SYBR FAST Universal 2X qPCR Master "

X
Mix (Kapa # SFUKB)
cebador F 0.4 uM
cebadorR 0.4uM
ADNc 1/100

3.1.5 Extraccion y dosificacion de proteinas

Lavamos las células con PBS (sin magnesio ni calcio) y las incubamos con tripsina
0,05 % durante 5 min a 37 °C (1 mL de tripsina/placa de 100 mm). Inhibimos la tripsina

anadiendo medio con SFB y transferimos las células a un tubo coénico de 15 mL.
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Realizamos dos lavados con PBS, centrifugando a 800 g durante 5 min. Agregamos 100-
200 pL de Buffer de Lisis 150 mM NaCl, 50 mM de Tris-HCl pH 7,5, 1 % NP-40, 1x cocktail
de inhibidores de proteasas (#S8830, Roche) al pellet de células e incubamos los extractos
durante 45 min a 4 °C en camara fria con rotacion. Centrifugamos los extractos 14.000 g

durante 15 miny conservamos el sobrenadante, que se almacena a -20 °C.

Utilizamos el método de &acido bicinconinico (BCA Protein Assay Kit # 23225
Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante para
placas de 96 pocillos. Dosificamos la concentracion de proteinas a partir de 25 pL de
diluciones de los lisados proteicos. Realizamos las mediciones por duplicado para cada
muestra y una curva estandar con diluciones seriadas de Sero-Albumina Bovina (BSA)
también por duplicado. Medimos la absorbancia de las muestras por espectrofotometria a
562 nm en un lector de placas de ELISA y calculamos la concentracion de proteinas
mediante la interpolacion en la recta de calibracion, empleando una planilla electrénica

de célculos.

3.1.6 Electroforesis en gel de poliacrilamida y Western Blot

Separamos las proteinas segun su peso molecular mediante electroforesis SDS-
PAGE en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. Hervimos las muestras disueltas en
buffer Laemmli (Trs-HCl (pH6,8) 62,5 mM, SDS 2 %, Glicerol 10 % (v/v), azul de bromofenol
0,01 %, B-mercaptoetanol 5 % (v/v)) durante 5 min a 95 °C, y las enfriamos en hieloy luego
sembramos la cantidad deseada. Utilizamos como buffer de corrida TGS (Tris-HCL 24 mM,
Glicina 192 mM y SDS 3.5 mM, pH 8.3-8.6). Sembramos también marcador de peso
molecular PageRuler™ Plus Pre-stained Protein Ladder, 10-250 kDa (#26619, Thermo
Fisher Scientific). Realizamos las electroforesis a 30 mA por gel hasta que la migracion del
frente de corrida alcance el final del gel. Posteriormente realizamos las transferencias a
una membrana de PVDF Hybond P 0,45 PVDF (#10600023, Amersham), previamente
activada con metanol en buffer de transferencia (TGS, 20% EtOH), a 400 mA durante 1-2 h
a4°C.
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Luego de la transferencia, bloqueamos las membranas en una solucién PBS-T (PBS
1X/Tween 20 0,1 % v/v), 5% BSA durante 1 h a TA con agitacion. Posteriormente, incubamos
las membranas con el anticuerpo primario apropiado en PBS-T, 1 %BSA durante 1-4 ha TA
o durante toda la noche con agitacién a 4 °C. A continuacion, realizamos 3 lavados con
PBS-T por 10 min con agitacion. Luego, incubamos las membranas con el anticuerpo
secundario apropiado conjugado con HRP (HorseradishPeroxidase). Para el revelado,
utilizamos el sistema de quimioluminiscencia apropiado para cada ensayo, SuperSignal™
West Pico Chemiluminescent Substrate (#34077, Thermo Fisher Scientific), o SuperSignal™
West Femto Maximum Sensitivity Substrate (#34094, Thermo Fisher Scientific), y placas de

rayos X, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Utilizamos los anticuerpos: Anti-FSTL1 humana (AF1694, R&D), anti-DIP2A (PA5-49457,
Thermo Fisher Scientific), anti-fosfo-p44/42 MAPK (ERK1/2) (clone D13.14.4E #4370, Cell
Signaling), anti-p42/44 MAPK (Erk1/2) (clone 137F5, #4695, Cell Signaling), anticuerpo
conjugado a HRP anti-ratén (A0545, Sigma).

3.1.7 Inmunofluorescencia

Para realizar los ensayos de inmunofluorescencia, sembramos las células sobre
cubreobjetos estériles. Retiramos el medio de cultivo y lavamos las células con PBS
precalentado a 37 °C. Luego, fijamos las células con metanol durante 10 min a -20 °C.
Realizamos 2 lavados con PBS durante 1 min cada unoy luego permeabilizamos las células
con Triton X-100 al 0.1% en PBS durante 10 min a TA. Luego de dos lavados con PBS de 5
min cada uno, bloqueamos con 0,5 % de SFB (suero fetal bovino) en PBS durante 1 h a TA.
Lavamos los cubreobjetos con PBS y los incubamos durante 1 h con el anticuerpo primario
diluido en PBS a TA. Posteriormente, efectuamos 3 lavados con PBS de 10 min cada uno e
incubamos, protegiendo de la luz, con el anticuerpo secundario conjugado al fluoréforo
correspondiente y el marcador nuclear durante 1 h. Para finalizar realizamos 3 lavados con
PBS de 5-10 min cada uno, montamos los preparados en medio de montaje ProLong Gold

Antifade Reagent (#P36930, Invitrogen) y sellamos con esmalte de ufias. Obtuvimos las
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imagenes de los preparados utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM 800 equipado

con un objetivo 63X de inmersion con aceite 1,4 NA.

Para visualizar las cilias, utilizamos los siguientes anticuerpos: anti-tubulina
acetilada (T7451, Sigma) para marcar axonema ciliar, anti-y-tubulina (T6557, Sigma) para
marcar el cuerpo basal, anti-raton 1IgG1 Alexa488 (A21121, Thermo); anti-raton 1IgG2b-568
(A21144, Thermo), en todos los casos en una dilucion 1/1000 en PBS. Junto con el

anticuerpo secundario incluimos DAPI (6 png/ml) para visualizar los nucleos.

Para las pruebas de localizacion subcelular de DIP2A, utilizamos el anticuerpo anti-
DIP2A PA5-49457 (Thermo Fisher Scientific) realizando diferentes modificaciones del
protocolo de inmunofluorescencia. Ademas de la fijacién con metanol, probamos con PFA
al4 % o la combinacion de metanoly luego PFA. También probamos de permeabilizar con

Tritén X-100 al 0,1 % en PBS, asi como con Saponina al 0,1 % en PBS durante 10 min.

3.1.8 Mediciones de las cilias y analisis estadisticos

Para el analisis de las cilias medimos su largo, asi como también el numero de
células ciliadas en cada condicion. Para esto, procesamos y analizamos las imagenes
confocales obtenidas con el software Imagel. Para la medicion de largos de cilias,
realizamos la proyeccion en Z de las imagenes obtenidas, hicimos el ajuste de brillo y
contraste, seleccionamos las cilias individuales utilizando la herramienta de seleccion
freehand tool y realizamos la medicidn utilizando la herramienta measure tool disponible
en ImageJ. En cada condicion medimos al menos 50 cilias. Analizamos los resultados
mediante el software GraphPad Prism. Luego de la identificacion de outliers realizamos
test de normalidad. En el caso que las medidas, presentaran una distribucién normal,
realizamos las comparaciones mediante el fest t de Student o el test de ANOVA con
comparaciones a posteriori con el test de Tukey. En los casos que los datos no presentaron

una distribucion normal, utilizamos el test no paramétrico de Kruskal Wallis.

Para el andlisis del numero de células ciliadas, contamos la cantidad de células

ciliadas enrelacién con el nimero de células totales en varios campos de cada condicion.

42



Realizamos la comparacion entre proporciones por medio de un test especifico en el que
se analizan y comparan las sumas de los datos de nimero de cilias y numero de células
contados en 5-10 campos de imagenes obtenidas con un aumento de 63X (test de

hipotesis para proporciones) [153].

En todos los casos, consideramos las diferencias significativas cuando los valores

de p valor fueron inferiores a 0,05.
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3.2 Trabajo en pezcebra
3.2.1 Mantenimiento de peces cebra adultos

En este trabajo utilizamos el modelo experimental Danio rerio (pez cebra), para
realizar los ensayos in vivo. Mantuvimos los peces adultos en un sistema ZebTec Stand
Alone o Active Blue de Tecniplast (Italia), con el agua a 28 °C (maximo 30 °C, minimo 26
°C), conductividad de 500 uS/ cm? (maximo 600 uS/cm?, minimo 400 uS/cm?) y pH 7,5
(maximo 8,5; minimo 6,5). Estos sistemas, también controlan las concentraciones de
NHs/NH4* (maximo 0,5 ppm), NO, (maximo 0,25 ppm) y NOs (maximo 50 ppm). El ciclo luz:
oscuridad en el acuario fue de 14:10 h. La alimentacion fue a base de comida seca dos
veces por dia (generalmente TetraMin en escamas; Tetra, Alemania) y viva (larvas nauplio
de Artemia salina de 24-48 h post-eclosion) una vez por dia. Utilizamos la linea salvaje de
peces TAB5. Para la manipulacion tanto de embriones, larvas y adultos, seguimos los
protocolos aprobados por el Comité de Etica en el Uso de Animales de Institut Pasteur de
Montevideo (Protocolos # 007-19, 009-19, 010-19, 011-19) y contamos con la acreditacion
personal otorgada por CHEA y CNEA.

3.2.2 Obtenciony mantenimiento de embriones

Para obtener embriones, separamos peces machos y hembras del resto del grupo
en la tarde anterior al dia de reproduccidn. Los colocamos en peceras especiales de doble
fondo, denominadas parideras, conteniendo agua del sistema. Se coloca la cantidad de
peces adecuada de acuerdo con el tamafio de la paridera (maximo 4 peces/L) y son
separados por sexo mediante un tabique. A la mafana siguiente, retiramos el tabique y
cambiamos el agua, dejandola a un nivel minimo, para inducir el desove. Luego del desove,
recolectamos los embrionesy los colocamos en placas de 10 cm de didmetro con agua de
acuario con 0,2 mg/L de azul de metileno para prevenir el crecimiento de hongos (medio
de embriones). Incubamos los embriones a una temperatura estandar de 28,5 °C, 0 en
caso de desear modificar la velocidad del desarrollo, a un minimo de 26 °C y un maximo de
32 °C [154]. Realizamos la datacion de embriones entre las 0 y las 72 horas post

fecundacion (hpf) de acuerdo con el trabajo de Kimmel y colaboradores [154]. Para
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aumentar la transparencia Optica en la obtencidn de imagenes, incubamos los embriones
desde las 8 hpf con 30 mg/L PTU (1-phenyl 2-thiourea, Sigma P7629) en medio de
embriones [155]. PTU es un inhibidor que se emplea de forma rutinaria para inhibir la
pigmentacion. Mediante la inhibicion de la enzima tirosinasa, inhibe la sintesis de

melanina, y a la dosis empleada, genera efectos secundarios minimos [156].

3.2.3 Inyeccion de embriones

Colocamos los embriones a ser inyectados en una fila usando de guia el lado largo
de un portaobjetos en la tapa de una placa de 10 cm, manteniendo una minima cantidad
de medio de embriones. Para realizar la microinyeccion utilizamos agujas estiradas en un
puller Sutter (P97) a partir de capilares de borosilicato con filamento (WPI #1B100F-4),
micromanipulador y un microinyector neumatico, utilizando aire comprimido a

aproximadamente 50 psi (ASI, modelo MPPI-3).

Para la inyeccion de morfolinos (ver la siguiente seccion), inyectamos entre 0,5y 5
nL de la solucién de morfolino 2 mM en el vitelo de embriones de entre 1 a 8 células. En el
caso de las inyecciones con ARNg y ARNm de Cas9, descargamos un volumen de 0,501
nL de la solucidn en el citoplasma de embriones de una célula. Inyectamos ambos guias
por separado (50 pg de cada ARNg junto con 150 pg de ARNm de la enzima Cas9) o

combinados (25 pg junto con 100 pg de la enzima Cas9).

3.2.4 KD de fstlla yfstilb en embriones utilizando morfolinos

Los oligdmeros de morfolino (MO) son moléculas sintéticas conformadas por las
bases de los acidos nucleicos (A, T, C, G) asociadas a anillos de morfolino que se unen a
través de grupos fosfodiamidato [157]. Estos grupos no poseen carga a pH fisiolégicoy no
son degradados por nucleasas. En general tienen 25 pares de bases de largo y se unen a
secuencias complementarias en elARNm. Pueden actuar por dos mecanismos: inhibiendo

el procesamiento del ARNm (splicing) o elinicio de la traduccién [157].
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Eneste trabajo empleamos MO de bloqueo de splicing paralos genes fstllayfstilb.
Estos MOs estan disefiados para interferir con el proceso de splicing, en este caso
reteniendo el intrén 2 en el ARNm tanto para fstlla como fstl1b) (Figura 6). Ademas,
utilizamos un MO estandar (que no hibrida con ninguna secuencia conocida en el pez) de
control a las mismas dosis que las empleadas por los MOs especificos. Los MOs que
empleamos en este trabajo fueron disefiados por nuestro laboratorio con el equipo de
disefio de Gene Tools (Philomath, USA) y su secuencia se encuentra incluida (en la Tabla

5 en el Anexo).

Los MOs son recibidos liofilizados y los resuspendimos en agua ultrapura a una
concentraciéon de 2 mM, incubando durante 15 min a 65 °C. Para su almacenamiento, los
alicuotamos y almacenamos a -20 °C. Realizamos las diluciones de trabajo en agua
ultrapura y las almacenamos a -20 °C. Previo a ser utilizadas, incubamos las soluciones

durante 15 min a 65 °C y las centrifugamos a aproximadamente 8000 g por 5 min.

Para determinar la eficiencia del silenciamiento de cada MO, realizamos ensayos
de RT-PCR semicuantitativa utilizando ARNm de embriones control y morfantes
(embriones inyectados con los MO de interés). ELARN total fue extraido de 30 embriones
morfantes o inyectados con MOcontrol utilizando Trizol (Invitrogen) y el ADNc fue
preparado utilizando el sistema de sintesis de primera hebra de Invitrogen para RT-PCR
(SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR) y hexameros aleatorios. Para este
analisis, determinamos la eficiencia de cada MO por su capacidad de producir la retencion
de un intron y para esto disefiamos cebadores que hibridan a regiones exdnicas
flanqueantes al intron retenido por el MO (Figura 6) (secuencias incluidas en la Tabla 5 en

el Anexo).
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Figura 6. Disefio experimental del knockdown de fstlla y fstllb. Esquema de los genes fstlla y fstllb
mostrando los sitios de union de los morfolinos en el ARNm (barra gris) y sitios de hibridacion de los
cebadores empleados (flechas) para la verificacion del knockdown mediante la retencidn del intrén en el
ARNm (flechas). Extraido y modificado de [158].

3.2.5 Generacion de la linea KO para fstl1a mediante CRISPR/ Cas9

En este trabajo empleamos la estrategia de generacion de KO mediante CRISPR-
Cas9. Resumidamente, este método consiste en el direccionamiento de la nucleasa Cas9
hacia sitios especificos del ADN, tipicamente en la zona 5 “del marco abierto de lectura,
donde la misma introduce cortes doble hebra. Posteriormente, estos cortes son reparados
por la maquinaria celular a través del proceso de unidn de extremos no homaélogos. Este
mecanismo de reparacién, propenso a errores, genera frecuentemente inserciones o
deleciones en el ADN tras la reparacion, que es lo que permite la generacion de alelos
mutantes (Figura 7). El sistema CRISPR-Cas9 ha demostrado ser un excelente método
para la mutagénesis dirigida en pez cebra, debido a su alta eficiencia y a que es

técnicamente accesible [159].

47



a — SP6orT3 Ms  zCas9  Ms—

zCas9
AR crRNA:tracrRNA
3 G A chimeric gRNA
A-U G
l U=-A U=-A
= ANA C-G C-G
T7 e GANA G-Ca G-C
A A G-C
G-UG U-A
A-U G-C
U=-A C—G
U—A 3=

20-bp target sequence U(;'y,»lu'\ A
- i —GGNNHNNNNNNNNNNNNNNNGU AUAAG(’L( AGUCCGUUAUCAAC UU(, A
3’-genome---CC ‘!’JNCC———qeno’ne 5

5’~-genome~---GG INNNNNNNGG-~~genome-3 '
*  PAm
23-bp
S genomic target

T7/SP6 Target Complementary

promoter sequence sequence
] Top-strand ol

SPS e o Bottom
strand (Ultramer)
l Anneal and extend

[ e—— - ————— - -
i s e, e s e
e
————

Template for sgRNA synthesis by in vitro transcription

Figura 7. llustracion del sistema de edicion génica utilizando CRISPR/Cas9.

A El sistema consiste en dos componentes, una Cas9 con dos sefiales de localizaciéon nuclear
(extremo C y N terminal) con un uso de codones optimizado para pez cebra. Ademas, una molécula
quimérica ARNg, que contiene los 20 pares de bases complementarios a la secuencia blanco adyacentes a
la secuencia PAM (NGG). Ambos componentes son generados in vitro por la transcripcion a partir de un
promotor SP6 o T3 (en el caso de la Cas9) o T7 (para el ARNg). El mix del ARNg y el ARNm de la Cas9 son
luego inyectados en embriones de una célula de manera de inducir la introduccién de cortes doble cadena
en el ADN dirigidos por el ARNg y mediados por la enzima Cas9. Las flechas denotan sitios putativos de
corte. Extraido y modificado de [160].

B Representacion esquematica del procedimiento de sintesis del ARNg que se utilizé en este trabajo.
ELARNGg se sintetiza por la hibridacién de dos cebadores. El cebador superior es disefiado para hibridar con
el blanco y el cebador inferior (ultramer) es un oligo genérico. Una vez que hibridan ambos oligos son
utilizados como molde de una PCR. El producto de esta PCR es utilizado como molde para la transcripcion
in vitro. Extraido y modificado de [159].

Para la eleccion de los ARNg utilizamos la herramienta CRISPR Scan, elegimos los
dos guias que tenian un mayor puntaje y menos off targets predichos (secuencias incluidas
en la Tabla 5 en el Anexo) [161]. Para la sintesis de los ARN guias (ARNg) utilizamos una
estrategia basada en PCR[159]. En esta estrategia se utilizan dos cebadores: auno de ellos

lo llamaremos especifico (55-57 nucleodtidos) y al otro, que es cebador genérico lo
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llamaremos ultramer por su mayor largo (80 nucledtidos). El cebador especifico contiene
la secuencia del promotor T7, una secuencia complementaria a la secuencia blancoy una
secuencia complementaria al ultramer (Figura 7B). El segundo cebador ultramer, contiene
una secuencia complementaria a la del cebador especifico, que permite la hibridacion de
ambas moléculas y una secuencia que tiene los elementos de estructura secundaria
necesarios para ser reconocido por la endonucleasa Cas9 ( Figura 7B). Los dos cebadores
son hibridados y extendidos por una ADN polimerasa generando un molde que utilizamos
para la transcripcion in vitro a partir del promotor T7 utilizando el kit MAXI Script del ARNg
(#AM1312, Thermo Fisher Scientific). Purificamos el ARNg obtenido luego mediante

precipitacién con acetato de sodio.

La sintesis del ARNm de Cas9 la realizamos a partir del vector pT3TS-nzfCas9
(Addgene 46757) [160]. El vector incluye la secuencia del promotor T3, la secuencia
codificante para Cas9 con el uso de codones optimizado para la expresién en pez cebra
(zCas9) y una doble sefnal de localizacién nuclear (NLS) del antigeno T-grande de SV40
tanto en el extremo amino (N-terminal) y carboxi (C-terminal) de la proteina sintetizada,
que dirige la expresion de Cas9 al nucleo celular (nls-zCas9-nls). Para la sintesis de ARNm,
linealizamos el vector utilizando la enzima Xbal. La reaccidn de transcripcion in vitro se
llevé a cabo durante 2 h a 37 °C, utilizando el mMMESSAGEm MACHINE Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific), y el producto se purificé con MicroSpin G-50 columns (GE

Healthcare).

Ademas, trabajamos con otro plasmido que contiene la region 3'UTR del gen manos
que dirige la expresion de la enzima Cas9 a las gonadas (Cas9nanos) (Addgene #62542)
[161], permitiendo generar mutaciones en la linea germinal, sin que se vea afectado el
tejido somatico. Este plasmido cuenta con un promotor SP6 y la linealizacion de este se

realizo con la enzima Notl.

3.2.6 Evaluacion de la eficiencia de la edicion génica

Para analizar las mutaciones inducidas por CRISPR/Cas9, extrajimos el ADN

gendmico de los embriones de forma individual mediante el método HotSHOT (descrito a
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continuacioén) y realizamos una PCR utilizando cebadores que amplifican la region
flanqueante al sitio de corte predicho (Figura 8) (secuencias incluidas en la Tabla 5 en el
Anexo). Los productos obtenidos los analizamos en geles de agarosa al 2 %.

Adicionalmente, analizamos el fenotipo de los embriones inyectados (FO) a las 72 hpf.

Zsrma - e i—//—l e2 |—//—| e3 |—//
b~
proteina
fstl1a 5.

= cebadores i pégti;:!o FOLN KAZAL EF-HAND |l vWC
sefia

Figura 8. Disefio experimental del knockout de fstlla. Esquema mostrando los sitios donde hibridan los
guias disenados ARNg1 y ARNg2 (barras grises) y los cebadores utilizados para el anélisis de la presencia de
mutaciones en embriones inyectados y la determinacion de las mutaciones mediante la secuenciacion de la
region. Extraido y modificado de [158].

3.2.7 Extraccion de ADN genomico de embriones (método HotSHOT)

Para el genotipado de embriones individuales seguimos el protocolo HotSHOT
[162]. Colocamos los embriones en tubos que contienen 50 mM NaOH, en una cantidad
de liquido suficiente para que permanezcan sumergidos (para embriones/larvas
individuales 20-100 pL). Calentamos las muestras a 95 °C hasta lograr una disgregacion
del tejido (5-10 min en el caso de embriones). Vortexeamos los tubos y los enfriamos en
hielo. Agregamos un décimo de volumen de 1 M Tris-HCL, pH 8,0; de manera de neutralizar
la solucion basica. Centrifugamos a 14.000 g por 1 min y recuperamos el sobrenadante

descartando asi los restos de tejido sin disgregar.

3.2.8 Cruces de peces adultos y establecimiento de la linea fstl1a (-/-)

Los peces inyectados (FO) fueron criados hasta la madurez sexual. Luego de
evaluar las mutaciones presentes en cada individuo, los ejemplares con las mutaciones

seleccionadas fueron cruzados con peces salvajes (método denominado outcross) por
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dos generaciones de manera de minimizar el efecto off targets y para el mantenimiento de
la linea. En cada generacion, seleccionamos los peces heterocigotas (+/-), siendo (+) el
alelo salvaje y (-) el alelo con la mutacion de interés. Para los experimentos de dietas,
utilizamos peces homocigotas (-/-), los cuales obtuvimos a partir del cruce de peces (+/-)
(método denominado incross) y seleccion mediante genotipado. El genotipado de las
mutaciones seleccionadas en este estudio fue realizado utilizando cebadores alelo

especificos (secuencias incluidas en la Tabla 5 en el Anexo).

3.2.9 Genotipado de peces adultos y procedimientos de anestesia y eutanasia

Para llevar a cabo el genotipado de los peces adultos, primero anestesiamos los
peces con una solucidn de tricaina (MS222) (A5040, Sigma,) al 0,02 % en 100 mL de agua
de acuario, a partir de una solucién de 0,4 % MS222 en 20 uM Tris-20 HCL pH 7,5).
Monitoreamos los peces durante el pasaje por las diferentes etapas de la anestesia:
primero el cese del nado y pérdida del equilibrio, luego el movimiento de los opérculos se
vuelve arritmico [163]. Este punto se alcanza dentro de los 5 min de colocarlos en la

solucién con MS222, aunque de forma variable dependiendo del peso de cada individuo.

Una vez anestesiados, transferimos los peces a una placa de Petri sobre papel
humedecido, donde cortamos un pequefio trozo de su cola para extraer ADN utilizando un
bisturi. Colocamos el tejido de la cola en tubos de 1.5 mL conteniendo 60 pL de la solucion
de lisis (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCL pH 8,3, 0,3 % Tween-20, 0,3 % NP40, 1 mg/mL
Proteinasa K, agregada el dia de uso) y los tubos son mantenidos en hielo hasta continuar
con el proceso. Inmediatamente después, regresamos los peces a una pecera con agua de
acuario donde la recuperacion, suele lograrse en 1-2 minutos, y se mantienen separados

hasta obtener los resultados del genotipado.

Para la extraccion de ADN calentamos el tejido en solucidn de lisis a 55 °C por 4 h.
Luego inactivamos la Proteinasa K incubando por 10 min a 98 °C. Diluimos la solucion

obtenida 1/20 en agua de donde tomamos 5 L para la reaccion de PCR.
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En el caso que sea necesario realizar eutanasia, diluimos Eugenol en agua de

acuario, a una concentracién de 1,5 mL/L.

3.2.10 Analisis de fenotipo externo de embriones

En cuanto a la morfologia externa, realizamos observaciones de embriones bajo
aumento a lo largo de los primeros dias del desarrollo utilizando una lupa estereoscopica
asociada a una camara. Nos enfocamos en analizar el fenotipo a las 24-48 hpf poniendo
especial atencion a fenotipos tipicamente asociados con defectos a nivel de las cilias
como, por ejemplo, cambios en la curvatura y extensién del eje corporal, forma de los
somites y de la notocorda, la presencia de hidrocefalia y el nimero de otolitos en la

vesicula dtica.

3.2.11 Inmunofluorescencia de embriones

Los protocolos que empleamos para estas técnicas ya habian sido utilizados en

nuestro laboratorio [164,165].

Fijamos los embriones del estadio deseado en PFA 4 % durante una noche a 4 °C.
Al dia siguiente lavamos el fijador por medio de varias incubaciones con 1 % Tritdn-PBS
(PBS-T) a TA con agitacion. En el caso de embriones de 10 somites, utilizados para la
observacion de la vesicula de Kupffer, realizamos una post-fijacién con metanol. Para esto,
se deshidratan los embriones por medio de dos lavados en metanol:PBS-T 50:50 de 5 min
cada uno, un lavado en metanol 100 % de 5 min y una incubacién con metanol 100 %
durante 20 min a -20 °C. Luego re-hidratamos, por medio de un lavado en metanol: PBS-T
50:50 de 5 min y dos lavados en PBS-T de 5 min. En el caso de embriones en estadio de 48
hpf realizamos una permeabilizacion con 0.25 % Tripsina-EDTA durante 15a30 mina 4 °C
dependiendo del estadio (30 hpf: 15 min; 48 hpf: 20 min; 72 hpf: 30 min). Posteriormente
realizamos un lavado con PBS-T por 10 min en hielo. Para llevar a cabo el inmunomarcado,
bloqueamos los sitios inespecificos incubando los embriones con 0.1 % BSA en PBS-T

durante 30-60 min. Realizamos la incubacion con anticuerpos, ya sea primario o
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secundario, en solucion de bloqueo a 4 °C en agitacion durante toda la noche. Retiramos
elanticuerpo primario no unido haciendo varios lavados (2 a 5) en 0,1 % BSA en PBS-T con
agitacion. Se retira el anticuerpo secundario no unido por medio de dos lavados con PBS-T

de 15 min cada unoy un lavado final con PBS de 15 min a TA con agitacion.

Utilizamos los siguientes anticuerpos: anti-tubulina acetilada (T7451, Sigma), anti-
y-tubulina (T6557, Sigma), anti-ratén IgG1 Alexa488 (A21121, Thermo); anti-raton 1gG2b-
568 (A21144, Thermo Fisher Scientific). En algunos casos junto con el anticuerpo
secundario incluimos 0,2 pyg/mL faloidina-TMR (P1951, Sigma) o verde de metilo (1/2500)
para visualizar esqueleto de actina y nucleo respectivamente. Finalmente montamos los

embriones en glicerol: Tris pH 7,4 en una relacion 3:1.

Observamos los embriones montados enteros utilizando un microscopio confocal
Zeiss LSM 800 con el objetivo LD ICI Plan Apochromat 25X AN 0,4 de inmersién en glicerol.
Realizamos el andlisis de las imagenes y las mediciones del largo de las cilias de forma

similar a lo expuesto anteriormente (seccién 3.1.8).

Para el analisis estadistico utilizamos el software Past [166], Graphpad-Prism o R.
La normalidad y homocedasticidad la verificamos utilizando las pruebas de Shapiro-Wilk
y Levene o F, respectivamente. Los tests utilizados para la comparacion de los conjuntos
de datos se indican en cada caso. Se consideraron diferencias significativas cuando el

valor de p fue menor a 0,05.

3.2.12 Obtencion de larvas/juveniles y dietas realizadas

El crecimiento de larvas y peces juveniles lo realizamos de acuerdo con los

lineamientos publicados [167]y que describimos brevemente a continuacion.

Durante los 1-5 dpf. se mantienen los embriones en placas de Petri,
(aproximadamente 20-40 embriones por placa) en estufa a 28 °C. Se agrega en el agua azul
de metileno para inhibir el crecimiento bacteriano y fungico. A las 24 hpf se realiza un

bleaching con una solucién de hipoclorito al 0,003 % y a las 48 hpf los embriones son
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decorionados. Los embriones que mueren son retirados diariamente de manera que no

afecten el crecimiento de los restantes.

Durante los 5-9 dpf. Se transfieren 100 larvas aproximadamente a contenedores
con agua obtenida del sistema del acuario en un nivel maximo de 2-4 cm. Los recipientes
son mantenidos a TA y se realizan cambios diarios en el agua de los contenedores. La
alimentacioén en esta etapa se basa en AP100 #1 (0,1 g /100 larvas, Zeigler) dos veces al
dia y Artemia (crustaceo branquidépodo) de 24 h post eclosién 1 vez por dia. Durante la

alimentacion, se monitorean las larvas y se retiran los individuos muertos.

Durante los 10 -15 dpf: El dia 10 dpf se introducen las larvas en grupos de 60
ejemplares en peceras de 5 L en el sistema de flujo automatico y se mantienen con un flujo
de agua reducido. Durante el periodo de 10-15 dpf la alimentacién de las larvas se basa a
una mezcla de AP100 #1 (0,1 g /100 larvas, Zeigler) y Golden Pearls (de 100-200 um Brine
Shrimp Direct 0,04 g / 100 larvas) dos veces por dia, y ademas Artemia de 24 h 1 vez por
dia.

Posteriormente, las larvas se separan en grupos experimentales de 30 individuos y
su alimentacion se basa en una mezcla de AP100 #1 (0,1 g /100 larvas, Zeigler) y Golden
Pearls (de 100-200 pm Brine Shrimp Direct 0,1 g /100 larvas) dos veces por dia, y ademas
Artemia de 24h 1 vez por dia.

Las larvas en dieta alta en grasas HFD (del inglés High Fat Diet) tuvieron un
suplemento adicional de yema de huevo (0,3 g / 100 larvas; E0625, Sigma-Aldrich) fuera

del sistema durante 1h, una vez por dia.

Para el crecimiento de los juveniles, a partir de 30 dpf, las peceras son mantenidas
en el sistema con flujo de agua normal. La dieta de éstos se basa en Golden pearls y
TetraMin en escamas (2-3 veces por dia), y Artemia de 48 h (1 vez por dia). Considerando

una densidad maxima de 30 ejemplares cada 2,8 L de agua.
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3.2.13 Analisis del tejido adiposo en larvas

La tincion de lipidos se realizé de acuerdo con lo descrito previamente [168]. Dado
gue tanto los alimentos como la bilis en el intestino presentan autofluorescencia,
mantuvimos los peces en ayuno durante la noche antes de iniciar la tincion de lipidos, con
elfin de reducir sefiales inespecificas. Para el marcado, incubamos las larvas en placas de
Petri de 100 mm en una solucion de Nile Red (Sigma-Aldrich, N1142) (0,25 pyg/mL en agua
de acuario) durante 1 hora. El Nile Red es una sonda lipofilica cuyo espectro de emision
cambia con la polaridad del entorno: en presencia de lipidos neutros frente a lipidos
polares. En presencia de lipidos polares presenta un maximo de emisién en 637 nm,
mientras que en presencia de lipidos neutros el maximo de emision es aproximadamente

de 583 nm [169].

Para obtener las imagenes, anestesiamos las larvas en una solucion de MS222
(metanosulfonato de tricaina) (A5040, Sigma) a 0,04 g/L, luego las incubamos en una
solucién de epinefrina (E4375, Sigma) a 10 mg/mL mas MS222 a 0,06 g/L durante 5 min

para contraer los melanosomas, y las montamos en metilcelulosa al 3 % (M0O387, Sigma).

Adquirimos imagenes en campo claro y de fluorescencia del lado derecho de cada
larva, ya que la acumulacion de la grasa se inicia en el depdsito pancreatico, localizado en
el lado derecho. Para ello, empleamos una camara Cannon EOS Rebel T3i asociada a un
estereomicroscopio Nikon SMZ 800 equipado con una lampara UV de mercurio.
Realizamos la datacidn de las larvas en las imagenes de campo claro midiendo su longitud
estandar, SL (del inglés Standard Length) [170] que corresponde a la distancia desde la
boca hasta el pedunculo caudal, usando la herramienta de linea en Imagel. La
cuantificacion de la extensidon del tejido adiposo visceral (depdsitos abdominal y
pancreatico) la realizamos delimitando el area ocupada por la sefial de Nile Red utilizando

un umbral de intensidad y la herramienta “Meassure™ en Image).

El analisis estadistico para la comparacidon de los datos de area entre las diferentes
condiciones lo realizd Hugo Naya utilizando R. El area de tejido adiposo varia con el estadio
de desarrollo (medido como SL), a través de una relacion no lineal. Por lo tanto, los datos

de area fueron transformados utilizando la raiz cuadrada para lograr una relacion lineal con
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el SL. Luego se utilizd un ajuste con un modelo lineal mixto, lo cudl permite modelar tanto
la variabilidad introducida por la condiciéon experimental como la introducida por la
aleatoriedad de los datos. Para ello, se tomd la raiz cuadrada del area (sqrtA) como variable
respuesta, SL como co-variable (ya que es un factor fijo que sabemos que explica la
variacion del crecimiento del tejido adiposo en pez [171], genotipo y dieta como efectos
fijos (intervenciones experimentales para las que deseamos conocer su efecto sobre la
formacién del tejido adiposo) y al experimento como factor aleatrorio (variabilidad
inherente entre individuos en diferentes experimentos). Usando este modelo, se logro un
ajuste aceptable (se logrd explicar el 89% de la varianzay la distribucion residual se ajusto

a una funcién normal).

3.2.14 Extraccion de ARNy qPCR a partir de tejido en larvas

Para cuantificar la expresion relativa de diferentes marcadores moleculares, luego
de la adquisicién de imagenes de las larvas utilizadas en los ensayos de dietas, disecamos
la region abdominal de cada larva, que contenia el tejido adiposo visceral. Las muestras
obtenidas las colocamos en TRIzol y las almacenamos a -80 °C hasta su procesamiento.
La extraccion del ARN y la sintesis del ADNc mediante el kit SuperScript™ First-Strand
Synthesis System for RT-PCR con oligo dT, se realizaron siguiendo instrucciones del
fabricante, como se detalla en la seccién 3.1.3. La gPCR se llevo a cabo en un equipo
QuantStudio 3 (ThermoFisher Scientific), utilizando el kit KAPA SYBR FAST Kit (Sigma,
KK46000).

Los cebadores se disefaron con el algoritmo Primer3 a través del programa Primer-
BLAST (secuencias incluidas en la Tabla 5 en el Anexo). La cantidad relativa normalizada
(NRQ, del inglés Normalized Relative Quantity) se calculd siguiendo el protocolo descrito
en[172], empleando las eficiencias medias de amplificacion grupales obtenidas mediante
el software LinRegPCR (v2021.2) [173]. Los genes eflay rpl3a se utilizaron como genes de
referencia [174-176].
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4 Resultados

4.1 Estudio de posibles mecanismos de transduccion de sefiales que median la
funcion de FSTL1 en ciliogénesis

Como se menciond anteriormente, un trabajo previo de nuestro grupo mostré que

FSTL1 regula la ciliogénesis. EL KD de FSTL1 mediante siARN en células hTERT-RPE1, asi

como en 3T3-L1, produce un fenotipo de acortamiento de las cilias primarias [85]. Este

fenotipo pudo ser rescatado mediante la adicion de 200 ng/mL de Fstll recombinante

(recFstl1) en el medio extracelular, lo que sugiere que la funcion de FSTL1 en la ciliogénesis

se ejerce a través de una accion autdcrina/paracrina de la proteina [85].

En este trabajo, nos planteamos profundizar en las vias de transduccion de sefales
que median la actividad de FSTL1 en el proceso de ciliogénesis. Particularmente, y en base
a lo mencionado en la introduccion, nos enfocamos en analizar a DIP2A como posible
mediador/receptor involucrado en este proceso. Para ello, utilizamos la linea celular
hTERT-RPE1, una linea de células epiteliales de retina transformada por telomerasa
extensamente empleada como modelo para el estudio de la cilia y ciliogénesis. Evaluamos
el efecto de reducir la expresion de DIP2A utilizando siARN, sobre el largo y numero de las
cilias y comparamos el efecto en la cilia tras silenciar la expresiéon de FSTL1 en las

condiciones previamente ensayadas [85].

En paralelo, nos planteamos estudiar la localizacién subcelular de DIP2A.
Particularmente, dada la evidencia que en ese momento reportaba su localizacion en
membrana, nos propusimos evaluar la posibilidad de que dicho receptor se localice en la

cilia.

Finalmente, con el objetivo de comprender las vias de sefalizacion intracelular
moduladas por FSTL1, nos propusimos analizar la activacion de ERK1/2 y AKT frente al KD
de FSTL1, dos intermediarios ampliamente asociados con su sefalizacion en numerosos

procesos celulares [88].
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4.1.1 Evaluacion de DIP2A como mediador/receptor de FSTL1 en la ciliogénesis.

4.1.1.1 Puesta a punto del knockdown de DIP2A y FSTL1

Como primer paso dentro de este objetivo, validamos las condiciones del KD de
DIP2A. Para ello, transfectamos células hTERT-RPE1 con diferentes dosis de SiARN para
DIP2A (siDIP2A): 10 pmol/mL, 30 pmol/mL y 45 pmol/mL. A las 24 h luego de la
transfeccion retiramos el suero del medio de cultivo por 48 h, extrajimos el ARN total y
analizamos la expresion de DIP2A mediante qRT-PCR. En la Figura 9 se muestra el efecto
obtenido con la dosis maxima (45 pmol/mL), en la cual la expresion de DIP2A se redujo a
una media de 42 % en comparacién con el control. A la derecha se observa una

confirmacion del KD de FSTL1 con las condiciones previamente reportadas [85].
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Figura 9 Analisis del silenciamiento de DIP2A y FSTL1 en células hTERT-RPE1 mediante qRT-PCR. A las 48
h de haber realizado la transfeccion con siDIP2A, siFSTL1 y siCneg, respectivamente analizamos el
silenciamiento de DIP2A y FSTL1. NRQ (del inglés, Normalized Relative Quantity) representa la cantidad de
ARNm normalizada con el gen de referencia, en este caso actina y relativa al promedio de la muestra control.
En el caso de siDIP2A se grafican los resultados de 2 experimentos con dos réplicas bioldgicas cada uno y en
cada caso y en el caso de FSTL1 se muestran los resultados de 1 experimento con dos réplicas bioldgicas.
Las barras de error representan la desviacion estandar. La reduccion de la expresion fue significativa en
ambos casos. (*): p=0,01-0,05, test Mann-Whitney. Extraido y modificado de [158].
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4.1.1.2 Analisis del KD de DIP2A en ciliogénesis

Utilizando las condiciones de silenciamiento puestas a punto en la parte anterior,
analizamos el largo de las cilias primarias y la proporcion de células ciliadas en hTERT-
RPE1. Analizamos, por un lado, células tratadas con siFSTL1, por otro lado, células
tratadas con siDIP2A, asi como también células tratadas con ambos siARN de forma
simultanea y, comparamos los resultados con respecto a la transfeccion con un siARN
control (siCneg). Luego de las 24 h eliminamos el suero del medio de cultivo por 48 h
adicionales, de manera de favorecer la ciliaciéon. Finalmente, a las 72 h luego de la
transfeccion fijamos con metanoly realizamos ensayos de inmunofluorescencia utilizando
anticuerpos anti-y tubulina para marcar el cuerpo basal, anti-tubulina acetilada, para
marcar el axonema ciliar y DAPI para tefiir los nucleos. Luego de obtener imagenes
mediante microscopia confocal, cuantificamos el largo de las cilias utilizando el software
FlJl'y analizamos los datos utilizando el software PRISM como se describio en la seccion

Materiales y Métodos.

La Figura 10A muestra el largo de cilias en células hTERT-RPE1 medidas bajo las
diferentes condiciones experimentales previamente descritas. El silenciamiento de
DIP2A, no produjo diferencias en el largo de las cilias en comparacion con el control. De
acuerdo con lo previamente reportado por nuestro grupo, con la expresion de FSTL1
silenciada, las cilias son mas cortas comparadas con el control [85]. Asimismo, en células
donde se realizo el silenciamiento simultaneo de DIP2A 'y FSTL1 también observamos un
acortamiento de las cilias. Sin embargo, el efecto observado no difiere del obtenido al
silenciar unicamente FSTL1. Estos resultados surgen del analisis de 3 experimentos

independientes y en la figura se muestra uno de ellos de forma representativa.

En la Figura 10B, se muestra el analisis de proporcion de células ciliadas. Para ello
analizamos el numero de cilias y el nimero de nicleos en cada una de las condicionesy la
proporcion de células ciliadas mediante una prueba de proporciones. No se observan
diferencias en ninguna de las condiciones en relacién con las células tratadas con el
siCneg. Si bien se habia reportado en células 3T3L1 una menor proporcion de células
ciliadas frente al KD de FSTL1, en esta linea celular no se observaron diferencias

significativas.
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Figura 10. Analisis del KD de DIP2A en la ciliogénesis.
A. Grafico con los resultados de la cuantificacion del largo de cilias en células hTERT-RPE1

transfectadas con siARN para FSTL1 (10 pmol/mL), DIP2A (45 pmol/mL) y control (dosis correspondiente).
Se realizaron tres experimentos, se presentan los datos de un unico experimento. Se grafican los valores
individuales de largo de cilias y mediana £ IC95 %. ns: p>0,05; (*): p=0,01-0,05; (**): p=0,001-0,01; (****):
p<0,0001, test ANOVA.

B. Grafico con los resultados de la cuantificacion de proporcion de células ciliadas en cada condicion.
Se realizaron tres experimentos con resultados similares, se presentan los datos de un unico experimento. Se
realizé la comparacion entre proporciones mediante test de hipdtesis para proporciones [153].

C. Imagenes representativas de inmunofluorescencia obtenidas en microscopia confocal. El axonema
ciliar se evidencid mediante inmunomarcado con anti-tubulina acetilada (verde), el cuerpo basal mediante
inmunomarcado con anti-y tubulina (magenta) y DAPI para tincion de nucleos (azul). Barra de escala
representa 10um.
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Estos resultados, sugieren que DIP2A no participa en la mediacion del efecto pro-
ciliogénico de FSTL1 en las condiciones analizadas. No obstante, no podemos descartar
gue el KD no haya sido lo suficientemente eficiente para evidenciar un efecto, dado que no

se logrd una eliminacion completa de la expresion de DIP2A.

4.1.1.3 Estructura de la proteina DIP2A, expresion y localizacion subcelular en hTERT-

RPE1.

La localizacion de DIP2A en la célula es aun controversial. En el momento de
comenzar con esta tesis, la evidencia que se tenia indicaba que en células endoteliales y
neuronas DIP2A se localiza en la membrana plasmatica [148,177]. En este sentido nos
parecia interesante investigar la localizacion subcelular de DIP2A en células hTERT-RPE1,
modelo in vitro que empleamos para experimentos de ciliogénesis y evaluar su posible co-

localizacion con la cilia.

El gen humano de DIP2A esta compuesto por 38 exones (NM_015151.4). A nivel
transcripcional, se han identificado 10 variantes producto de splicing alternativo, que se
denominan del 1 al 11, de las cuales los transcriptos 1 y 9 codifican para la isoforma
canonica. A nivel de proteina se han detectado 10 isoformas, denominadas A-J, siendo A la
isoforma candnica (Figura 11A). La proteina candnica humana y su homoéloga murina
comparten un 94,3 % de identidad entre siyun 57,4y 58,9 % de identidad con su homélogo

en D. melanogaster respectivamente (Figura 11B).

La isoforma candnica, al igual que sus homologos en ratén y Drosophila contiene
tres dominios: un dominio DBD1 (del inglés DNMAP1 binding domain), siendo DMAP1 una
proteina ADN metil transferasa, y dos dominios AFDs (del inglés adenylate forming
domain) con sitios de unidn a Adenosina monofosfato (AMP) y Coenzima A (Co-A) (Figura
11A). La funcionalidad de los dominios ADF fue analizada en Drosophila, donde se

comprobd la capacidad de sintetizar acetil-CoA in vitro [178,179].

Para analizar la expresién y la localizacion subcelular de DIP2A, adquirimos un

anticuerpo comercial policlonal de ratdon anti DIP2A. Este anticuerpo fue generado
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utilizando como inmundgeno un péptido sintético conteniendo una porcion central de la
proteina DIP2A (aminodacidos 934 al 969). Cabe aclarar que los anticuerpos empleados en
los trabajos antes mencionados de Liang y colaboradores, 2014 y Ouchi y colaboradores,
2010, se encontraban discontinuados. En la Figura 11A se indica el epitope reconocido por
el anticuerpo, presente en las isoformas A, G, H, J de un tamafo aproximado a los 170-175
kDa y la isoforma E, con un tamafno esperado de 120 kDa aproximadamente. Con el
objetivo de probar el anticuerpo, realizamos un Western Blot con extractos de proteinas
totales de células hTERT-RPE1. En la Figura 11C se muestra el resultado, donde
detectamos una banda intensa de unos 180 kDa aproximadamente y otra banda muy tenue
de unos 120 kDa (ambas sefialadas con flechas) que podrian corresponder a isoformas
especificas de DIP2A. También observamos una sefial inespecifica de menor peso
molecular posiblemente inespecifica ya que no corresponde al peso esperado para

ninguna de las isoformas de DIP2A reportadas.

A continuacion, decidimos probar nuestro anticuerpo y poner a punto su uso para

inmunofluorescencia ya que aln no habia sido evaluado para esta técnica.

Sin embargo, a pesar de multiples intentos y en los que probamos diferentes
condiciones de fijacion (metanol, PFA 4 %, y su combinacion) y permeabilizacion
(saponina, Tritén X-100) en el protocolo de inmunofluorescencia, no logramos obtener una

sefal especifica mediante inmunofluorescencia para DIP2A con este anticuerpo.

El estudio de la localizacion subcelular de dicha proteina, con los anticuerpos
disponibles, resulté una limitante. Por lo tanto, dado que los experimentos de ciliogénesis
tampoco arrojaron evidencia de que DIP2A estuviera implicado en la sefalizacion de

FSTL1, nos propusimos continuar explorando otras vias moleculares.
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Figura 11. DIP2A isoformas humanas y homologia con otros organismos.
A. Esquema donde se ilustran la posicion de los dominios de la proteina DIP2A isoforma candnica

(también denominada isoforma A) y las demas isoformas descritas en NCBI. A la derecha se detallan sus
diferencias con respecto a la candnica y su tamafo esperado en aminoacidos. Ademas, se ilustra la posicion
de la region reconocida por el anticuerpo utilizado en este estudio.

B. Matriz de identidad producida a partir del alineamiento de la proteina DIP2 de D. melanogaster y sus
homdlogos denominados DIP2A en M. musculus y H. sapiens (isoforma A).

C. Western Blot de extractos de proteinas totales en la linea celular hTERT-RPE1 con el anticuerpo

policlonal anti-DIP2A. Se sefialan con flechas dos bandas de unos 180 kDa y 120 kDa aproximadamente que
podrian ser sefiales especificas.
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4.1.2 Estudio de vias de senalizacion intracelular que median la accion de FSTL1

durante la ciliogénesis

ERK1 y ERK2 (referidas como ERK1/2) son dos proteinas quinasas con un 84 % de
identidad de secuencia, que comparten funciones en la cascada de transduccién de
sefales de las MAP quinasas (MAPK/ERK). Tanto la fosforilacién de un residuo de tirosina
(Tyr 204/187 respectivamente) como de una treonina (Thr 202/185 respectivamente) son
necesarias para la activacion de las enzimas ERK 1/2 [180,181]. Una vez activas, ERK1/2
catalizan la fosforilacién de cientos de sustratos citoplasmaticos y nucleares, incluyendo
moléculas reguladoras y factores de transcripcion participando en la regulacién de una
amplia variedad de procesos celulares, como la adhesidn, la progresion del ciclo celular,
la migracién, la supervivencia, la diferenciacion, el metabolismo, la proliferaciéon y la

transcripcion [181].

Para analizar si ERK1/2 median el efecto de FSTL1 en la ciliogénesis, redujimos los
niveles de expresion de FSTL1 en células hTERT-RPE1 mediante siARN de acuerdo en las
condiciones previamente publicadas [85], y detectamos ERK1/2 fosforiladas (pERK1/2) y
ERK1/2 total utilizando anticuerpos especificos mediante Western Blot. Tras la inhibicidn
de la expresion de FSTL1 (siFSTL1) observamos un aumento promedio de dos veces en los
niveles de ERK1/2 fosforiladas normalizados con ERK1/2 total y comparados con las
células control (siCneg) (Figura 12). Por lo tanto, este resultado vincula la via de
sefalizacion de ERK1/2 con la actividad de FSTL1, sugiriendo que la fosforilacion de
ERK1/2 es un factor importante en la regulacion de la ciliogénesis mediada por FSTL1.
Estos resultados fueron reproducidos en el trabajo posterior de Leonardo Santos y Victoria

Prieto-Echague y figuran como parte del pre-print en [182].
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Figura 12. Estado de activacion de ERK1/2 cuando FSTL1 es silenciada. Andlisis por Western Blot de ERK1
fosforilada (p-ERK1, p44-ERK), ERK2 fosforilada (p-ERK2, p42-ERK) y total (ERK1/2 total) en células hTERT-
RPE1 transfectadas con stealth de ARN para FSTL1 y control. A la derecha se observa el analisis por
densitometria de los resultados agrupados de 10 experimentos diferentes, las barras de error representan los
intervalos de confianza del 95 %. (**): p = 0,001-0,01.

Es importante mencionar, que, dados los antecedentes de la literatura
[102,140,177], también intentamos evaluar qué ocurria con la sefalizaciéon de AKT. En este
caso, no obtuvimos una sefal clara con el anticuerpo que reconoce p-AKT y, por lo tanto,

no pudimos tener un resultado que nos permita ser concluyentes.
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4.2 Determinacion del rol biologico de FSTL1 durante el desarrollo de pez cebra y en
el desarrollo del tejido adiposo

Durante el desarrollo murino, FSTL1 desempefia un papel central, contribuyendo a

la organogénesis de los pulmones [183-185], tejidos esqueléticos [183]y la uretra [186].

En ratones, la pérdida de FSTL1 en homocigosis resulta en la muerte perinatal, debido

principalmente a defectos respiratorios [183,184]. Esto hace que el empleo de este

modelo para estudios in vivo haya sido restringido a lineas KO tejido-especifico.

Dadas las limitaciones del modelo murino para explorar las funciones de FSTL1 in
vivo, en este trabajo optamos por utilizar Danio rerio (pez cebra) como sistema

experimental.

Pez cebra posee multiples ventajas que lo han posicionado como un excelente
modelo en el estudio de la funcidn génica y de enfermedades genéticas humanas. Por un
lado, sus embriones se desarrollan de manera externay son transparentes, lo que facilita
el seguimiento de distintos procesos mediante microscopia. A su vez, su corto tiempo
generacional permite realizar experimentos en plazos relativamente breves. Ademas, el
desarrollo de numerosas herramientas de edicion génica ha acelerado significativamente
la evaluaciéon de genes asociados a patologias humanas mediante la generacion de
modelos mutantes. Finalmente, su pequefo tamafo, combinado con su facil
mantenimiento y reproduccion a bajo costo, hace posible trabajar con un gran nimero de
individuos al mismo tiempo, aumentando la potencia del analisis estadistico de cada

experimento [187].

Desde etapas tempranas del desarrollo, pez cebra posee numerosas estructuras
ciliadas facilmente identificables, entre ellas la vesicula de Kupffer (VK), los pronefros, el
tubo neural, neuronas sensoriales como fotorreceptores, las células ciliadas de la vesicula
oOtica y del epitelio olfatorio [188]. Ademas, muchos de los fenotipos vinculados a genes
ciliares observados en pez cebra, muestran una fuerte correlacion con los fenotipos
observados en los pacientes con ciliopatias [189-191]. Estas caracteristicas han
posicionado a D. rerio como un organismo modelo para el estudio de las cilias

[164,165,192-196].
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La fisiologia de la regulacion metabdlica de pez cebra es muy similar a la de los
humanos, desde los circuitos del apetito presentes en el hipotalamo, hasta el pancreasy
los tejidos sensibles a la insulina: higado, musculo y WAT [197]. Cabe sefalar, que, al ser
un animal poiquilotermo, no cuenta con depdsitos de tejido adiposo marron. Estudios
previos muestran que el metabolismo lipidico entre peces y mamiferos esta conservado
[171,198,199]. Las caracteristicas histoldgicas distintivas descritas para los adipocitos de
mamiferos, también se encuentran en pez cebra: estas células presentan una gota lipidica

unilocular, citoplasma escaso y un nucleo pequefioy periférico [199,200].

En este contexto, decidimos profundizar en el estudio del rol de FSTL1 tanto en la
ciliogénesis como en la adipogénesis, utilizando embriones y larvas de pez cebra,
respectivamente, para evaluar su rol in vivo. Para evaluar la funcidn de fstl1 en etapas
tempranas del desarrollo, inhibimos la expresion génica de forma transitoria, utilizando
una estrategia de knockdown de fstl1 mediada por lainyeccidn de morfolinos (MOs) (Figura
13). Los MOs han sido extensamente empleados como una herramienta rapida y

econdémica para generar el silenciamiento de la expresion de genes en pez cebra [157].
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Figura 13. Inyeccion de morfolinos y evaluacion del fenotipo temprano. Los MO para fstlla y fstl1b se
inyectaron en el vitelo de embriones de 2 a 4 células. Se analizé el fenotipo de los embriones a las 48 hpf.
Esquema realizado utilizando Biorender.

Empleamos el KD con MO para estudiar fenotipos embrionarios tempranos, con el

objetivo de analizar posibles defectos asociados a la ciliogénesis.

Debido a un efecto de dilucion durante las etapas sucesivas de desarrollo, los MOs
presentan la limitacion de inhibir la expresion génica solamente hasta aproximadamente

los 5 dias post fecundacion (dpf) [157,201]. Para estudiar procesos post-embrionarios
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como el desarrollo del tejido adiposo que comienza a formarse alrededor de los 10 dpf,

generamos una linea mutante fst{1a mediante CRISPR-Cas9.

CRISPR/Cas9, originalmente descubierto como un sistema inmunoldgico
adaptativo en bacterias, ha revolucionado la ingenieria genética. Los avances recientes en
esta tecnologia han ampliado su uso en edicién génica, terapias génicas, estudios del
desarrollo y andlisis mutacional en diversos organismos modelo. El pez cebra se ha
consolidado como uno de los modelos animales mas utilizados para evaluar la funcion de

genes especificos con CRISPR/Cas9 mediante abordajes de pérdida de funcion.

El proceso para generar una linea de D. rerio mutante para fstl1a se dividio en las
siguientes etapas principales: seleccion de la secuencia objetivo del ARNg, sintesis y
purificacién del ARNg y ARNm de Cas9, inyeccion de estos ARNs en los embriones de pez

cebra, cruzamientos y analisis molecular para la seleccion de mutaciones (Figura 14).
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Figura 14 Generacion y evaluacion de una linea mutante para fstlla en pez cebra. Representacion

esquemadtica del proceso de generacion y evaluacion de una linea mutante para fstlla CRISPR-Cas9.

A. Inyeccion de ARNg para fstlla y ARNm codificante para nanosCas9 en embriones salvajes, para dar
lugar a la generacion FO

B.  Evaluacién de las mutaciones, seleccion de parentales con la mutacion de interés y cruce de estos
parentales con peces salvajes para dar lugar a la generacion F1.

C. Outcross de peces heterocigotas de la generacion F1 con peces salvajes para dar lugar a la F2.
Seleccidon de peces heterocigotas adultos por fin clipping y genotipado.

D. Incross de F2 para ensayo de desarrollo de tejido adiposo preliminar y para crecer adultos de la
generacion F3

E. Seleccién de homocigotas F3 mediante fin clipping y genotipado. Incross para obtener larvas para
experimentos de analisis de las cilias a las 48 hpfy realizar experimentos de dietas

F.  Outcross de la F3 con peces salvajes, para el mantenimiento de la linea en heterocigosis.

El alelo salvaje es representado por (+) y el alelo mutado (-)

Esquema realizado utilizando Biorender.
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4.2.1 Evaluacion de la funcion de fstl1 en la regulacion del largo ciliar durante el
desarrollo embrionario de pez cebra.

4.2.1.1 Analisis de homologia y conservacion de fstlla y fstl1b

El genoma de los mamiferos contiene una Unica copia del gen que codifica para
FSTL1. Sin embargo, en el genoma de D. rerio, se han identificado dos genes homologos a
FSTL1, denominados fstlla y fstl1b (Figura 15A y B) [202,203]. Se postula que esta
duplicacién génica, proviene de la duplicacion genémica que sufrieron los peces
teledsteos hace aproximadamente 350 millones de anos [204-206]. A partir de la
secuencia de los transcriptos canoénicos disponibles en Genbank se predicen 11 exones

para ambos genes (NM_001017860.1y NM_001039621.1 respectivamente).

fstlla y fstllb codifican para dos proteinas de 314 y 310 aminoacidos
respectivamente (UNIPROT #Q567W5y #Q2PMI2). En la estructura de ambas proteinas se
predice la presencia de los dominios candnicos de FSTL1 presentes tanto en sus

homologos en humano y ratén (Figura 15Ay B).

Mediante un alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica de las proteinas
fstlla y fstllb de D. rerio y la proteina FSTL1 de H. sapiens y M. musculus con ClustalW,
analizamos el nivel de conservacion en estos organismos. Como se puede observar en la
Figura 15C y D, fstlla y fstllb, comparten una identidad de secuencia de un 77 % entre
ellos, yun 67 %y 72 % de identidad con FSTL1 humana respectivamente. Ademas, como
ya fue reportado previamente, FSTL1 esta altamente conservada entre humanos y ratén

con un porcentaje de identidad mayor al 92 % (Figura 15C) [90,91,207].

La alta identidad de secuencia entre las proteinas de pez cebra y su homologo
humano y murino, junto con la conservacion de los dominios funcionales clave, sugiere
que las proteinas podrian ser efectivamente ortélogos y, por consiguiente, desempenar
funciones bioldgicas similares. Por lo tanto, este analisis respalda a D. rerio como un

modelo valido para el estudio del rol de FSTL1 en el contexto de los vertebrados.
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Figura 15. Conservacion de la secuencia de FSTL1 en humanos, raton y pez cebra.

A Esquema de la estructura del gen y la proteina fstl1a de pez cebra (UNIPROT #Q567WS5). Se ilustran
los dominios predichos en la proteina: el péptido sefial, dominio FOLN, dominio tipo KAZAL, los dominios EF:
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EF-hands del dominio extracelular de union a calcio (EC) y dominio VWC Von Willebrand factor tipo C.
Ademas, se muestran los exones (1-11) del ARNm candnico (NM_001017860.1), que codifican para cada
dominio putativo.

B Esquema de la estructura del gen y la proteina fstl1b de pez cebra (UNIPROT #Q2PMI2). Se ilustran
los dominios predichos y los exones (1-11) del ARNm candnico (NM_001039621.1), que codifican para cada
dominio putativo.

C Matriz de identidad. Se muestra el porcentaje de identidad entre las secuencias de FSTL1 de las
distintas especies, calculado como la proporcion de residuos idénticos en el alineamiento par a par de las
proteinas.

D Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de las proteinas fstlla y fstl1b de D. rerio y
la proteina FSTL1 de H. sapiens y M. musculus realizado con la herramienta bioinformatica ClustalW. Los
simbolos debajo del alineamiento indican el grado de conservacion entre las secuencias: (*) identidad total,
(:)conservacion fuerte (los residuos son diferentes, pero comparten propiedades fisico-quimicas similares),
(.) conservacion débil, ( ) no hay conservacion.

Extraido y modificado de [158].

4.2.1.2 Expresion de fstlla y fstl1b

A continuacion, analizamos los perfiles de expresion temporal de los genes fstlla
y fstl1b durante el desarrollo embrionario de pez cebra. Para ello, utilizamos los datos
publicos provenientes del estudio de White y colaboradores, quienes realizaron ARN-Seq
a partir de ARN poliadenilado desde las 0 hpf a los 5 dpf [208]. Los datos fueron accedidos

através del Expression Atlas y se expresan en TPM (transcriptos por millén) [209].

En la Figura 16A se detallan los 18 puntos temporales que fueron analizados
durante el desarrollo embrionario de pez cebra y su equivalencia en horas post-
fecundacion (hpf). Los primeros cuatro puntos corresponden a estadios previos o al inicio
de la transcripcion cigdtica (pre-ZGA). Luego cuatro puntos en la etapa de la gastrulacion
(blastula/gastrula). Posteriormente, tres puntos durante la somitogénesis. Luego, los
siguientes tres puntos corresponden a las 24, 30 y 36 hpf respectivamente. Los ultimos
cuatro puntos van desde 2 dpf hasta 5 dpf, con intervalos de 24 h [208]. En la Figura 16B
se muestran los perfiles de expresion de los genes fstllay fstl1b a lo largo de estas etapas.
Existen niveles detectables de ARNm de fstl1b desde las 0 hpf, indicando la presencia de
transcriptos maternos en el cigoto. Estos niveles se mantienen relativamente constantes
durante los estadios de blastula y gastrula, pero aumentan a partir del estadio de 75 % de
epibolia, alcanzando un maximo en los estadios de segmentacién (20-25 somites). Este

nivel maximo se mantuvo relativamente constante hasta los 5 dpf. Por otro lado, la
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expresion de fstlla comienza a detectarse a partir del estadio de segmentacion (2-5
somites). Su expresion alcanzé un valor maximo en el estadio faringula (prim-5) y

disminuye posteriormente en etapas larvales, con niveles minimos en los 5 dpf.

El coeficiente de correlacién de Pearson, que se interpreta como una medida de
similitud entre los perfiles de expresion de fstlla y fstl1b es de 0,78, lo que sugiere que
ambos genes mantienen cierto grado de coordinacion en el patrén de expresion temporal,

aligual que ocurre con otros genes paralogos [208].
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Figura 16. Expresion de fstl1a y fstl1b en etapas tempranas del desarrollo de D. rerio.
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A Esquema representativo de las etapas analizadas en estudio de transcriptomica de White y cols
[208]. Las etapas de encuentran identificadas de acuerdo con la denominacion ZFS, (Zebrafish
developmental stages [210]) los nombres de las etapas y las horas post fertilizacion aproximadas (a 28,5 °C)
correspondientes a cada etapa y las cinco categorias de desarrollo (pre-ZGA, blastula/gastrula,
somitogénesis, etapa primordial, larva, cada una de ellas representada con un color diferente). Extraido de
[208].

B Grafico del perfil de expresion de ARNm de los genes fstl1a y fstl1b durante el desarrollo embrionario
de pez cebra. El nivel de expresion se expresa en TPM (Transcripto por millon). Datos extraidos a partir de [208]
disponibles en Expression Atlas.

4.2.1.3 KD de fstliay fstlib mediante el empleo de morfolinos

Como mencionamos anteriormente, trabajamos con MOs dirigidos para los fstl1a
y fstl1b con elfin de evaluar el efecto de la inhibicidn de la expresion de estos genes durante
etapas tempranas del desarrollo de pez cebra. Inyectamos embriones de 1-4 células con
MO en distintas dosis y analizamos su fenotipo externo en un estereomicroscopio a las 48
hpf. Dado que los fenotipos obtenidos no son homogéneos en todos los individuos
inyectados, para cuantificar el efecto de los morfolinos, clasificamos los embriones en
categorias segun su severidad y los graficamos en funcién de la dosis de morfolino

inyectada.

La Figura 17A muestra imagenes representativas de los diferentes fenotipos
observados y su clasificacion en categorias y la Figura 17B resume la proporcion de
embriones en cada categoria. Observamos que el efecto de los morfolinos es dependiente
de la dosis ya que, al incrementar la dosis de MO inyectada, aumenta la cantidad de

embriones afectados, asi como la proporcion de embriones con fenotipos mas severos.

La inhibicién de cada gen individualmente resulté principalmente en un fenotipo
con curvatura ventral, en forma de “C”. Este fenotipo caracterizado por el eje corporal
curvado es un rasgo usualmente encontrado tanto en morfantes como en lineas mutantes
dirigidas a genes que afectan a la cilia primaria [164,165,192,193,195,196]. Otros
fenotipos asociados a defectos en las cilias tales como el desarrollo de hidrocefalia y la
presencia de tres otolitos en el oido también fueron observados, aunque en una baja

proporciony no de forma sistematica entre los experimentos analizados.
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En menor proporcidn encontramos embriones con alteracion en la formacion del
eje dorso-ventral: la cola se curva dorsalmente, son mas cortos, tienen la cabeza mas
pequefa y los 0jos mas pequefos [211]. Es importante destacar que los embriones con
defectos dorso-ventrales fueron mas frecuentes tras la inyeccion de fstllb, en
concordancia con el papel mas prominente reportado para este gen en el establecimiento
del eje dorso-ventral [202,203]. Por ultimo, la categoria de embriones malformados incluye

a aquellos embriones que tenian defectos severos.

En la condicién que encontramos un mayor niumero de embriones con fenotipo
(6ng de MO), evaluamos la eficiencia de los morfolinos para bloquear el splicing. Para ello,
realizamos RT-PCR a partir de ARNm de embriones control y tratados y los fragmentos
amplificados se visualizaron en geles de agarosa. El esquema experimental se muestra en
la Figura 6 en la seccion materiales y métodos, donde se describe la ubicacion de los
morfolinos en los transcriptos diana. Como se puede ver en la Figura 17C la amplificacion
a partir de ARNm de tipo salvaje gener6 amplicones de PCR de 282 pby 212 pb para fstl1a
y fstl1b, respectivamente, mientras que el ARNm empalmado de forma aberrante no se
esperaba que produjera un producto de PCR debido al tamafio del intron retenido (>10 kb
y >60 kb para fstlla y fstl1b, respectivamente). Nuestros resultados muestran que los

morfolinos afectaron eficientemente el empalme de ambos genes.
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Figura 17. Fenotipo externo de embriones morfantes.
A Imdagenes a baja magnificacion de embriones salvajes y morfantes a 48 hpf.
B Grafico con la distribucion de los embriones en las distintas clases fenotipicas segun la severidad,

evaluadas en las dosis de morfolino probadas. Se presentan datos agrupados de tres experimentos, el
numero de embriones analizados en cada condicién se indica entre paréntesis. Escala: 1 mm.

(o Imagen del gel que muestra los resultados de RT-PCR, evidenciando una amplificacién reducida de
los transcriptos de fstlla y fstllb empalmados correctamente en los embriones morfantes MOfstlla y
MOfstl1b, respectivamente. Gapdh se utilizé como control.

Extraido y modificado de [158].

4.2.1.4 Evaluacion del largo de las cilias en la vesicula de Kupffer

Con el fin de cuantificar el efecto de la expresion reducida de fstllay fstllb en la
formacién de la cilia, analizamos las cilias de la vesicula de Kupffer (VK), una estructura
ciliada transitoria que funciona como centro organizador de la simetria izquierda-derecha

conservada en todos los peces teledsteos [212]. Esta estructura se forma durante el final

77



de la gastrulacién en el primordio de la cola (del inglés tailbud) y tiene una localizacion
ventral a la notocorda y adyacente al vitelo. Para esto, inyectamos embriones con
MOcontrol, MOfstl1a o MOfstl1b, los fijamos en el estadio de 12 somites en PFA 4%,
realizamos inmunomarcaje de la cilia con anticuerpo anti-tubulina acetilada y el cuerpo
basal con anticuerpo anti-y tubulina y observamos los preparados mediante microscopia

confocal.

En la Figura 18A se muestran imagenes representativas de estas vesiculas. Una
vesicula de Kupffer es una estructura simple, formada por una monocapa de
aproximadamente 50 células epiteliales denominadas DFCs (del inglés Dorsal Forerunner
Cells) que recubren una cavidad. Cada célula DFC proyecta una unica cilia al lumen de la
cavidad [213]. Las cilias localizadas dentro de la vesicula son moviles y su movimiento
genera un flujo antihorario [189,214]. En la Figura 18B se muestra un grafico de los largos
de las cilias en las condiciones ensayadas. Las cilias en los embriones no inyectadosy en
los embriones inyectados con morfolinos control fueronde 5,1+ 1,1 ym (media+=DE)y 5,1
+ 1,4 ym de largo, respectivamente, mientras que las cilias en los morfantes de fstl1a
midieron 3,6 = 1,3 um. En contraste, las cilias en los embriones inyectados con MOfstl1b
fueron de 5,6 = 1,5 pm de largo. Por lo tanto, mientras que la reduccion del nivel de fstila

inhibio la formacion de cilias, la reduccion de fstl1b resultd en cilias mas largas en la VK.

78



tubulina acetilada

sin inyectar

b
*%
12- (PR
o -
c
© =
° =
5 8 8
O F—
(o) o -
- . T
5 | & =
© 4 f
° :
© (141/3) (180/6) (78/6)  (189/6)
o 0 T |q T T
E 5 Q,% 606 \%Q @QQ (\Q
(e} RIS 2 \
= F& & & O
oS 000 3¢ 3°
& Y \
o
c
©
=
B
(@)
=
Figura 18. Cilias en la vesicula de Kupffer.
A Imagenes representativas de las cilias en la VK en cada condicion. Proyecciones de maxima

intensidad de VK de embriones de 12 somites inyectados con 6 ng de MOcontrol, MOfstl1la o MOfstl1b. Las
cilias se evidencian por tincién con anti-tubulina acetilada y se utiliza anti-ZO1 para delimitar la vesicula.
Barra de escala: 20 ym

B Grafico con la cuantificacion del largo de las cilias en la VK en el estadio de 12 somites de embriones
morfantes y controles. Se presentan los datos agrupados de un unico experimento. Dentro del paréntesis se
indican la cantidad de cilias/nimero de embriones analizados. Se grafican los valores individuales de largo
de cilias y mediana £ IC (95 %). (*) p<0,0001; (**) p=0,0019; prueba de Games-Howell.

Extraido y modificado de [158].
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4.2.1.5 Evaluacion del largo de las cilias en la vesicula dtica y fosa nasal

Seguidamente, decidimos examinar las cilias presentes en otros tejidos ciliados en
embriones de pez cebra, como la vesicula ética y la fosa nasal. Para ello, inyectamos
embriones con MOcontrol, MOfstl1a o, MOfstl1b, los fijamos a las 48 hpf, realizamos una
inmunomarcacion con anticuerpo anti-tubulina acetilada para identificar las cilias y F-
actina conjugada a faloidina para marcar la estructura del tejido, y los analizamos

mediante microscopia confocal.

En los paneles superiores de la Figura 19, se presentan imagenes de microscopia
confocal que muestran conjuntos de cilias denominadas kinocilias, presentes en las
células ciliadas sensoriales (en inglés hair sensory cells) de la vesicula 6tica (primordio del
oido interno). Estas células forman agrupaciones en parches sensoriales denominados
maculas. En los paneles inferiores de la figura se muestran imagenes de las cilias
presentes en células sensoriales olfatorias de la fosa nasal. En el caso de embriones
morfantes para fstlla pudimos observar una reduccién tanto en el largo como en el
numero de las cilias presentes en ambas estructuras sensoriales. No observamos
diferencias en elcaso de embriones morfantes para fst{1b. Cabe notar que, debido a la alta
superposicion de estas cilias, el andlisis de estas estructuras fue exclusivamente

cualitativo, ya que no es posible cuantificar largo o numero de cilias.

80



MOcontrol 6ng MOfstl1a 6n MOfstl1b 6ng

vesicula otica

fosa nasal
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Figura 19. Efecto de la inhibicion de la expresion de fstl1a y fstl1b sobre la formacion de las cilias en la
vesicula dtica y fosa nasal a las 48 hpf. Imagenes representativas de inmunofluorescencia que muestran las
cilias primarias (evidenciadas mediante inmunotincidn de tubulina acetilada) en la fosa nasal y vesicula dética
de embriones de 48 hpf inyectados con 6 ng de MOcontrol, MOfstl1a o MOfstl1b. La tincion de F-actina con
faloidina se utilizé para delinear el érgano. Barra de escala: 10 um. Extraido y modificado de [158].
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4.2.2 Generacion de una linea de peces knockout para fstlla mediante el sistema de
edicion genomica CRISPR-Cas9.

4.2.2.1 Evaluacion de la eficiencia de los ARN guias

Basandonos en los resultados presentados anteriormente, que evidencian un
papel pro-ciliogénico de fstl1a, seleccionamos este gen para continuar nuestro trabajo.
Diseflamos dos guias (ARNg1y ARNg2) utilizando la herramienta CRISPR Scan, dirigidos al
exon 3 del gen fstl1a el cual codifica para el dominio FOLN (ver esquema en seccién de
materiales y métodos). Para evaluar la eficiencia de la mutagénesis, inyectamos en
embriones de una célula estos dos guias de formaindividual o combinada, junto con ARNm

de Cas9 generado mediante transcripcion in vitro a partir del vector pT3TS-nzfCas9.

En la Figura 20A, se ilustran los principales fenotipos observados a las 48 hpf en los
embriones inyectados. Dentro de estos fenotipos se observé un acortamiento del eje
corporal con malformacién en la extension de la cola y curvatura dorsal, el cual mostro
similitud con los defectos observados en el eje dorso-ventral de embriones morfantes para
fstlla. Como se observa en el grafico de la Figura 20B, el ARNg1l gener6 un mayor
porcentaje de embriones con fenotipo dorso-ventral que el ARNg2 y un porcentaje similar
de embriones con defectos graves. La inyeccidn de la combinacion de ambos ARNg dio

resultados similares a la inyeccion de ARNg1.

Extrajimos ADN genomico de estos embriones inyectados y analizamos la region
gendmica que abarca el sitio objetivo en fstlla mediante amplificacion por PCR vy
electroforesis en gel de agarosa. Los analisis iniciales de embriones individuales mostaron
la presencia de mutaciones en la region objetivo, que se puede observar como un smear
en la corrida electroforética, mientras que la amplificacion a partir de embriones salvajes

genera una banda definida del tamafio esperado (Figura 20C).

Basandonos en todo lo anterior, elegimos seguir trabajando con el ARNg1 para la

generacion de la linea KO para fstl1a en pez cebra.
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Figura 20. Evaluacion de la eficiencia de la mutagénesis
A Imdagenes a baja magnificacion de embriones de 48 hpf inyectados con ARNg1 y ARNg2, mostrando

ejemplos de las distintas categorias fenotipicas: fenotipo severo, defectos dorso-ventrales, curvatura dorsal,
fenotipo salvaje.

B Grafico con los porcentajes de embriones en cada una de las categorias fenotipicas. Los datos
fueron obtenidos a partir de un unico experimento y el numero total de embriones se encuentra indicado entre
paréntesis.

c Imagen del gel mostrando la amplificacién por PCR de la regién flanqueante a la region PAM
utilizando cebadores genéricos a partir de la inyeccién de embriones con ARNg1 + ARNm Cas9 asi como
también embriones salvajes. La introduccién de mutaciones en mosaico en alta proporcion se detecta como
un smear (segundo carril), mientras que la ausencia de mutaciones se detecta como una banda definida
(tercer carril).

Extraido y modificado de [158].
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4.2.2.2 Mutagénesis por CRISPR-Cas9nanos y caracterizacion de las mutaciones

generadas

Dado que las mutaciones en fstlla produjeron alteraciones morfoldgicas que
podrian ser incompatibles con un desarrollo posterior, decidimos utilizar ARNm de Cas9-
nanos para la generacion de la linea KO, restringiendo asi la expresion de Cas9 a la linea
germinal de los embriones inyectados. De este modo, evitamos la generacion de
mutaciones en fstl1a en células somaticas, lo que podria afectar el desarrollo de los peces
fundadores adultos [161]. Mantuvimos los embriones inyectados hasta la madurez sexual

estableciendo asi la generacion denominada FO.

Cruzamos 8 ejemplares seleccionados de FO con peces salvajes para evaluar las
mutaciones de fstlla segregadas en la descendencia. Para genotipar cada individuo,
extrajimos ADN gendmico de embriones individuales de este cruce, que empleamos para
amplificar y secuenciar la region aledafa al motivo PAM (definida en seccion Materiales y
métodos). En la Figura 21A se observan los productos amplificados corridos en un gel de
agarosa 2 %. En los casos sefialados con asterisco se puede observar la diferencia de
tamanios en el producto amplificado, debido a alelos con mutaciones. Durante el proceso
de genotipado, mantuvimos los 8 ejemplares seleccionados de FO de forma aislada en el

sistema hasta obtener los resultados de la secuenciacion.

Como se muestra en la Figura 21B logramos identificar multiples inserciones y
deleciones (indels) de diferente longitud en la region flanqueante al motivo PAM, con
efecto variado en las proteinas resultantes. Por un lado, detectamos la insercion de una
adenina, que interrumpe un residuo de cisteina (Cys) y genera la introduccion de un codon
de terminacién de la traduccion prematuro (PTC del inglés premature termination codon).
También identificamos una delecion de 23 pb y una insercidon de 7 pb que generan un
corrimiento en el marco de lectura, que en ambos casos resultan en la introduccion de
multiples aminodcidos sin sentido y la introduccion de un PTC en el exon 4 de fstl1a. La
presencia de un PTC en la sintesis temprana de una proteina normalmente tiene
consecuencias muy severas en la funcionalidad de ésta afectando no sdlo la estructura de
la proteina, sino que también puede resultar en una reduccion de la expresion del gen. Esto

se debe a que estas sefales son reconocidas por la maquinaria de NMD (del inglés,
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nonsense mediated decay) la cual induce la degradacion de los ARNm que portan esos

PTC, asi como de la proteina naciente [215].

Por otro lado, también identificamos casos en los que, la generacidn de indels no
produjeron un corrimiento en el marco de lectura (al ser indels de numeros multiplos de 3)
generando la insercidon/delecidon de aminoacidos en la proteina, y por lo tanto cambios en
la estructura primaria de la proteina. Dentro de estos cambios encontramos una delecién
de 5 pb combinada junto con una insercion de 14 pb, que ocasiona la eliminacién de un
residuo de Cysy laincorporacion de los aminodcidos Arg-Lys-Thr-Val; una delecion de 3 pb
que reemplaza los residuos de Cys y Ser por un residuo de Pro; una delecion de 1 pb
combinada con una insercién de 10 pb, que provoca la eliminacion de un residuo de Cysy
la adicion de los aminoacidos Pro-Phe-Leu-Ser; y finalmente, una insercion de 99 pb que

se traduce en laincorporacién de 33 aminoacidos adicionales en la proteina resultante.
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a

embriones cruce FO x peces salvajes

MW (bp) * * *
400
300
200
b
secuencia 5'— 3’ modificacion en el ADN  modificacion en la proteina mutacion #
TTCTGTGGAGCTGGGAGAGAATGTTCGGTCACA wt C
1 TICTGTCGAGCTGOCABAGIMIAGTICEBTCACA | ... ececccncncane ibpins ... 5 md A LL 1
1 o PR P GGTCACA 23 bp del FS and PSC in exon 4 2
TTCTGTGGAGCTGGGAGAGA- - - - - GAGAAAGACGGTCACGGTCACA 5bpdel/14bpins  Cys — Arg-Lys-Thr-Val 3
TTCTGTGGAGCTGGGAGAGAAT- - - CGGTCACA 3 bp del Cys-Ser — Pro 4
TTCTGTGGAGCTGGGAGAGAA- CCCTTTTTGAGTTCGGTCACA 1bpdel/10bpins Cys — Pro-Phe-Leu-Ser 5
TTCTGTGGAGCTGGGAGAGA - (99 bp) -ATGTTCGGTCACA 99 bp ins 33aains 6
TTCTGTGGAGCTGGGAGAGAAT- - - - - - - CACA 7 bp del FS and PSC in exon 4 7
secuencias PAM y gRNA / cambios relativos a la secuencia salvaje
c
PCR con primers alelo especificos
F3 fin-clipping
MW (b -)- - 4+ C- #1 #2
300 s
200 % S
-3
100 © £
D,
38
@© @©
(2}
Figura 21. Identificacion de las mutaciones introducidas
A Imagen del gel mostrando la amplificacion por PCR de la region flanqueante a la region PAM

utilizando cebadores genéricos a partir de ADN extraido a partir del cruce de FO con peces salvajes. Cada
carril corresponde a un embrion diferente. Los asteriscos indican los productos que fueron secuenciados.

B Secuencias de las diferentes mutaciones encontradas en embriones derivados del cruce de
individuos FO y peces salvajes.

C Imagen del gel del genotipado de peces adultos con cebadores disefados especificamente para
detectar el alelo con la mutacion 1y el alelo salvaje. Arriba se muestra resultado PCR realiza con cebadores
disenados para amplificar unicamente el alelo mutado y abajo resultado de PCR para amplificar el alelo
salvaje. Controles: (-/-), (-/+) y (+/+) son ADN extraidos de peces homocigota mutados, heterocigotas y
salvajes respectivamente. A la derecha se observa el resultado del genotipado de dos individuos.

Extraido y modificado de [158].

86



Inicialmente, seleccionamos tres de estas mutaciones (las que denominamos
mutacion 1, 3, 5) para realizar una evaluacion del efecto sobre el desarrollo del tejido
adiposo. Para esto, cruzamos los peces de la FO portadores de las mutaciones
seleccionadas con peces salvajes. Como los peces FO son mosaicos para la mutacion en
la linea germinal, se espera que una proporcion de los individuos de la generacion F1 sean
heterocigotas para las mutaciones identificadas previamente (Figura 14). Los peces
adultos de la F1, unavez que alcanzaron la adultez, fueron genotipados utilizando un trozo
de la cola (fin clipping), cdmo se describe en la seccion de Materiales y métodos. En estos
casos se diseflaron cebadores especificos para amplificar el alelo mutado, en cada caso,
y el alelo salvaje. Tomando la mutacién 1 a modo de ejemplo, en el caso de que haya
producto amplificado en ambas PCR tenemos un pez de genotipo heterocigota (-/+), en el

caso de los peces salvajes solo se amplifica el alelo salvaje (Figura 21C).

Posteriormente, peces de la generacion F1 (-/+) se cruzaron con peces salvajes
(outcross) para dar lugar a la generacion F2. Como resultado de este cruce el genotipo de
la progenie es (+/+) y (-/+), por lo tanto, una vez que los peces llegaron a la edad adulta,

seleccionamos aquellos con genotipo (-/+) mediante el genotipado de un trozo de la cola

(fin clipping)

Luego, realizamos un incross de peces de generacion F2 [(-/+) x (-/+)]. Con larvas
obtenidas de este cruce trabajamos en un ensayo preliminar de dietas, como se muestra a

continuacion en la siguiente seccion (Figura 14).
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4.2.2.3 Screening preliminar con los mutantes

Con el objetivo de obtener informacidn preliminar sobre el efecto del KO de fstl1a
en el desarrollo del tejido adiposo, y definir cual mutacion seleccionar para la generacion
de la linea homocigota, realizamos ensayos para evaluar el desarrollo del tejido adiposo en
larvas provenientes del incross de individuos de la generacion F2 portadores de las tres
mutaciones generadas (1, 3, 5). El genotipo esperado de las larvas producidas como
resultado de este cruce, es un genotipo mezclado (+/+), (+/-) y (-/-), en proporciones

tedricas de 25 %, 50 %, 25 %, respectivamente.

Para mejorar la reproducibilidad de estos experimentos, disefiamos un protocolo
de alimentacion y andlisis de los depdsitos de tejido adiposo en base a datos y métodos
publicados, que adaptamos segun la disponibilidad de alimentos en nuestro acuario

(Figura 22A).

Crecimos las larvas en condiciones controladas de alimentacién a partir de los 5
dpf, cuando las larvas ya han consumido por completo los nutrientes del vitelo y

comienzan a ingerir alimentos de forma activa [197,199].

Al igual que en mamiferos, el tejido adiposo de pez cebra, se distribuye en
ubicaciones anatomicas especificas a lo largo del cuerpo. La utilizacion de colorantes
lipofilicos fluorescentes, como Nile Red, permite visualizar, clasificar y cuantificar

sistematicamente estos depositos [216].

A los 23 dpf, incubamos a las larvas con Nile Red y adquirimos imagenes en luz
transmitida y de fluorescencia para medir el estadio de desarrollo y el area del tejido
adiposo respectivamente, de acuerdo con lo previamente establecido [168,216]. En la
Figura 22B, se muestra una larva en el estadio PB (SL 8,1 mm). Como referencia
anatdmica, en este estadio, la vejiga natatoria presenta dos lobulos: el posterior, que es el
primero en formarse y que se alarga progresivamente, y el anterior, que se desarrolla mas
tarde. Unrasgo distintivo de esta etapa es la aparicion del par de aletas pélvicas en la region
ventral, justo por debajo del ldbulo posterior de la vejiga natatoria. Las aletas caudal, anal
y dorsal ya estan completamente formadas y comienzan a aparecer xantéforos amarillos y

los pliegues de las aletas se han reabsorbidos en gran medida [167,170]. Debido a la
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utilizacion de epinefrina, no se observa el patrén caracteristico de melandforos. En la
Figura 22C, se muestra una imagen de fluorescencia de la region abdominal de la misma
larva. En la misma se pueden observar los depdsitos de tejido adiposo visceral abdominal

(AVAT) y tejido adiposo visceral pancreatico (PVAT), los cuales fueron analizados en este

trabajo.
5 tincion con NR

G s ncto.ge. cambio en formacion de grupos analisis por

a fertilizacion alimentacion densidad experimentales microscopla
day 0 5 9 15 2 2
) cambios diarios de agua )
contendor | Placas petri 10 cm fuera del sistema sistema sistema
densidad . 60 embr/ placa 100 larvas /3 L 60 larvas /5 L 30 larvas /5L
alimentacion ninguna estandar estandar estandar

SL81mm
o

ikl

Figura 22 Evaluacion del tejido adiposo de larvas.

A Representacion esquematica del protocolo de alimentacion utilizado para la evaluacion inicial de
las diferentes mutaciones.

B Ejemplos de imdgenes de campo claro, obtenidas con estereomicroscopio, empleadas para
determinar el largo estandar (SL). Escala: 1 mm.

(o Ejemplos de iméagenes de fluorescencia en larvas tefidas con Nile Red, obtenidas con
estereomicroscopio, empleadas para determinar el drea de tejido adiposo. Se sefialan con rayas punteadas
el drea correspondiente a los depdsitos AVAT y PVAT medida en estos ensayos. Escala: 0,5 mm.

Extraido y modificado de [158].

El PVAT es el tejido adiposo que primero se detecta en pez cebra y tiene,
localizacion ventral en relacion a la vejiga natatoria. Se comienza a detectar en peces con
un SL de 4,2 mm (8-12 dpf) como un pequefio grupo de gotas lipidicas y rapidamente

experimenta una expansion significativa, adoptando wuna forma alargada
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[168,199,200,216,217]. Dado que esta asociado con el pancreas exdcrino, se localiza
asimétricamente en el lado derecho de larvas [216]. ELl AVAT, se localiza también en la
region ventro-lateral de la cavidad abdominal, asociado con la vejiga natatoria. Este tejido
es el segundo depdsito en formarse, apareciendo cuando los peces tienen una longitud

estandar de 5,5 mm aproximadamente [200,216].

El area bidimensional del tejido adiposo total, determinada mediante tincion con
colorantes lipofilicos fluorescentes, asi como el area de los depdsitos AVAT y PVAT
evaluados individualmente, muestran una correlacion lineal con del contenido lipidico de
cada depdsito. Por lo tanto, esta medicion puede utilizarse para cuantificar el grado de

acumulacioén de grasay seguir el desarrollo del tejido adiposo [216].

El area del tejido adiposo depende del estadio de desarrollo de las larvas (medido
como la longitud estandar, SL) a través de una relacion no lineal, lo que es consistente con
lo descrito previamente [216]. Por lo tanto, transformamos los datos de area mediante la
funcidn raiz cuadrada como se observa en la Figura 23. Podemos observar que existe una
relacidn lineal entre la raiz cuadrada del area del tejido adiposo y el estadio de desarrollo
de las larvas representado por el SL. En el caso de las larvas producidas por el incross de
la F2, podemos observar que el area de tejido adiposo fue menor que en las salvajes para
todas las mutaciones estudiadas. Las larvas del cruce conteniendo la mutacién 1, que se
corresponde a lainsercion de 1 pby la generacidn de un codon stop, mostro el efecto mas
severo. De acuerdo con esta observacion, decidimos continuar trabajando Unicamente

con esta mutacion.
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Figura 23 Evaluacién preliminar de las mutaciones. Grdficas con los resultados del ensayo preliminar de
crecimiento en dieta estandar, comparando larvas salvajes y provenientes del incross de F2 de con 3
mutaciones diferentes (1, 3, 5).

Por lo tanto, continuamos trabajando con la mutacion 1, a la cual nombramos

€.118insA, p.(Cys40*) siguiendo recomendaciones de nomenclatura de HGVS.

Cruzamos ejemplares de la F2, mediante un incross y los crecimos hasta la
madurez sexual. Luego, seleccionamos los individuos homocigotas mutantes (-/-) de la
generacion F3 mediante el genotipado de la cola. Los embriones producto de su
descendencia, fueron empleados tanto para analisis de fenotipo ciliar, asi como y las
larvas para ensayos de dietas (Figura 14). EL mantenimiento de la linea se realiz6 en

heterocigosis, mediante el cruce de peces homocigotas con salvajes.
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4.2.3 Evaluacion de los fenotipos de la linea fstl1a (-/-)

4.2.3.1 Verificacion del KO de fstl1a y de los fenotipos ciliares en embriones fstl1a (-/-)

A continuacion, evaluamos los niveles de ARNm de fstl1a en embriones de 48 hpf
la linea mutante fstll1a (-/-) mediante gPCR y lo comparamos con el nivel de embriones
salvajes, ya que esperabamos que en el caso de la linea con la mutacion ¢.118insA,
p.(Cys40*), el ARNm mutante fuese degradado, al menos parcialmente mediante un
mecanismo de NMD, como consecuencia de que la sintesis proteica de fstlla en el

mutante se detiene prematuramente en el aminodcido 40.

Como se puede ver en la figura Figura 24A, observamos una reduccion significativa
de los niveles de ARNm de fstlla (aproximadamente 40 %). A su vez, verificamos la
expresion de fstl1b pudiendo comprobar que sus niveles de ARNm no estaban afectados
en los mutantes. Por otro lado, intentamos evaluar fstll a nivel de proteina. Cabe
mencionar que si bien disponiamos de dos anticuerpos anti-fstl1, uno dirigido contra la
proteina humana y otro contra la de raton, no obtuvimos sefales especificas en los

ensayos de Western Blot.

Ivajes fsti1a (-/-)
o ; b B s
16 — wild type . —
8 — fstl1a (--) £10+ S
= B
4+ g @ 81 o
le] 5 =1 3
o — 5] o
Zz 21 o 61 — 3
© - —oa— >
15 o%’ % 41
_ﬂ_} -
0.5 0%’ 21
1 (424/10) (495/10)
0.25 T T 0o+t——T—7T—
fstl1a fsti1b salvajes fst; 1a
()

fosa nasal

- actina

Figura 24 Evaluacion de embriones fstl1a (-/-)
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A. Cuantificacion del nivel de ARNm de fstlla y fstl1b en un pool de embriones de 48 hpf salvajes o de la
linea fstlla (-/-). Se presentan las réplicas técnicas con la media = IC 95%. NRQ: cantidad relativa
normalizada. (*) p = 0,007, testt.

B. Resultados de la cuantificacion del largo de las cilias en la VK de embriones salvajes o mutantes fstlla
en estadio de 12 somites. Se muestran los datos agrupados de un Unico experimento; el nimero total
de cilias medidas/nimero de embriones se indica entre paréntesis. Se representan los valores
individuales de longitud y la mediana * IC 95%. (*) p = 3,8 x 10 ™% test de Mann-Whitney.

C. Imagenes representativas de inmunofluorescencia que muestras las cilias primarias (tubulina
acetilada) en la cavidad nasal y la vesicula ética y actina para delimitar la estructura de embriones
salvajes y fstlla KO de 48 hpf. Barra de escala: 20 um.

Extraido y modificado de [158].

Posteriormente, analizamos el fenotipo externo y largo de las cilias en tejidos
ciliados de embriones de la linea fstl1a (-/-) con el fin de comparar los resultados con los
obtenidos previamente en los experimentos con morfolino. Los embriones mutantes no

mostraron defectos observables, siendo indistinguibles de los embriones salvajes.

Como se puede observar en la Figura 24B, cuando analizamos el largo de las cilias
en embriones de 12 somites en VK, sorprendentemente encontramos un aumento en la
longitud de éstas en los embriones fstlla KO (5,6 £ 1,2 um) en comparacion con los
embriones salvajes (5,0 + 1,0 pm). Cuando analizamos las cilias presentes en la vesicula
Oticay la fosa nasal en embriones de 48 hpf, no observamos un fenotipo evidente, aunque

no podemos descartar efectos sutiles en la longitud y nimero de las cilias (Figura 24C).

Los embriones de la linea fstlla (-/-) por lo tanto no recapitularon el fenotipo
observado con los morfolinos o en la generacion FO de la linea de CRISPR, lo que nos podria
estar hablando de la existencia de mecanismos de compensacién funcional (ver
Discusidn). Sin embargo, el experimento de screening preliminar realizado con incross de
la generacion F2, nos alento a igualmente continuar estudiando la formacién del tejido
adiposo en la linea fstl1a. Considerando también que existen antecedentes en dénde las
lineas mutantes que no tienen defectos en las cilias si logran recapitular otros fenotipos

post embrionarios [218].
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4.2.3.2 Evaluaciondelrol de fstl1a en la formacion de tejido adiposo

Dado que no existian estudios previos sobre la expresion de fstl1a o fstl1b en larvas
de pez cebra, primero realizamos gPCR para ambos genes utilizando ARN aislado del tejido
adiposo de larvas salvajes de 21y 28 dias post-fertilizacion (dpf). Como se puede observar
en la Figura 25, pudimos observar que ambos genes se expresan en el tejido adiposo de
pez cebra. A su vez, fstl1b mostré un nivel de expresion mayor que fstlla en todas las

condiciones ensayadas.

En nuestra linea mutante, el nivel de ARNm de fstl1a estaba reducido: las larvas
fstlla (-/-) de 21 dpf mostraron una reduccion del 80 % en la expresion de fstlla en
comparacion con las larvas salvajes. Nuevamente, el efecto fue especifico, ya que el nivel

de ARNm de fstl1b no se vio afectado (Figura 25B).

a 164 , ©21dpf b 324 o salvajes
8- ®  e28dpf 16 ‘?of ofsti1a (-I-)
(]
4- o 8—
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g 2o g 5]
Z 1- =z 24 | g |
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fstita fstl1b fstlta  fstl1b

Figura 25 Evaluacion de la expresion de fstl1a y fstl1b en el tejido adiposo.

A Grafico mostrando los resultados de gPCR para determinar los niveles de expresion de fstllay fstl1b
en el depdsito de grasa abdominal a los 21 y a los 28 dpf. Se utilizé la media de la expresion de fstlla a 21 dpf
como referencia. Se grafican muestras de dos larvas.

B Grafico mostrando los resultados de qPCR del andlisis de la expresion de los genes fstlla y fstl1lb en
la region abdominal de larvas salvajes y KO para fstlla a los 21 dpf. Se analizaron 5 larvas en cada condicion.

Se grafican los valores individuales de NRQ y la media £ IC95 %. (*) p = 0,012 Mann-Whitney test.

Extraido y modificado de [158].
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Para analizar el efecto de la ausencia de fstl1a en la formacion del tejido adiposo,
crecimos larvas salvajes y mutantes fstl1a (-/-) con una dieta regular hasta los 15 dpf.
Luego, decidimos analizar la respuesta del tejido adiposo en dos condiciones diferentes:
larvas alimentadas con dieta estandar (STD, del inglés Standard Fat Diet) y larvas
alimentadas con dieta alta en grasas (HFD, del inglés High Fat Diet), como se describe en
Materiales y métodos [219] y en la Figura 26A. Para ello, separamos las larvas en dos
grupos que crecieron bajo distintos esquemas de alimentacion, dénde la dieta HFD incluyé
un suplemento adicional de yema de huevo de gallina administrado durante 1 h fuera del

sistema (Figura 26A).

Mientras que la dieta estandar nos permitié evaluar la capacidad basal del tejido
para expandirse, la dieta alta en grasas proporcioné informacion sobre la respuesta del
tejido a una mayor disponibilidad energética. En la Figura 26B se muestran los resultados
combinados obtenidos en tres experimentos independientes que comparan larvas

salvajes y mutantes para fstl1a (KO) en ambos tipos de dieta.
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Figura 26 Evaluacion del tejido adiposo de larvas KO para fstl1a.

A

B

Representacion esquematica del protocolo de alimentacion utilizado para la evaluacién del efecto
de la mutacidn en fstl1a en dos condiciones de dieta: estandar y alta en grasas.

Grafico que muestra la variacion de la raiz cuadrada del drea del tejido adiposo con el SL de larvas
salvajes o KO para fstlla sometidas a dietas estandar (STD) o alta en grasas (HFD). Las rectas
representan el ajuste por minimos cuadrados a los datos combinados de tres experimentos.

Tabla con la comparacion estadistica utilizando el ajuste con un modelo lineal mixto y contraste de
Tukey utilizando como variable la raiz cuadrada del drea (sqrtA) como variable, SL como covariable
yelgenotipo y la dieta como efectos fijos.

Tabla con la comparacion post-hoc para la dieta a través del contraste de Tukey.

Los analisis estadisticos fueron realizados por Hugo Naya del Laboratorio de Bioinformatica del
Institut Pasteur de Montevideo. Extraido y modificado de [158].
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Como ya mencionamos, el area del tejido adiposo depende del estadio de
desarrollo de las larvas (medido como la longitud estandar, SL) a través de una relacion no
lineal [216]. Por lo tanto, transformamos los datos de area mediante la funcién raiz
cuadrada y utilizamos un modelo lineal mixto para comparar los datos transformados y
analizar asi las posibles diferencias entre las condiciones. Establecimos SL como una
covariable, el genotipo y la dieta como efectos fijos, y el experimento como un factor
aleatorio. Con este modelo, pudimos explicar el 89 % de la varianza en la raiz cuadrada del

area, con residuos distribuidos normalmente, lo que indica un ajuste aceptable.

De este analisis surgio, como era de esperarse, que el estadio de desarrollo (SL) fue
una variable principal que afectd positivamente el area del tejido adiposo. La dieta fue el
segundo factor mas importante, con la dieta HFD induciendo un aumento en la raiz

cuadrada del area del tejido adiposo en comparacion con la dieta estandar (Figura 26C).

De manera notable, el analisis indic6 que el genotipo también fue un factor
relevante: el genotipo fstl1a KO present6 una reduccion de la raiz cuadrada del area del
tejido adiposo en comparacion con el genotipo salvaje en ambas dietas (Figura 26C-D). Es
importante destacar que la diferencia en el area del tejido adiposo entre las larvas
mutantesy las de control también fue significativa cuando analizamos cada dieta de forma
individual. Por lo tanto, nuestros resultados mostraron que fstlla cumple un rolimportante

en el desarrollo y/o expansion del tejido adiposo en pez cebra.

4.2.3.3 Caracterizacion de los marcadores moleculares del tejido adiposo en larvas

fsitia (-/-)

Para obtener unavision mas profunda sobre los mecanismos subyacentes al efecto
de fstlla en la expansion del tejido adiposo, cuantificamos la expresion de genes
marcadores de la diferenciacion del tejido adiposo y la movilizacién de grasa mediante RT-
gPCR en laregion abdominal de larvas salvajes y mutantes bajo dieta alta en grasas y dieta
estandar. Los genes analizados son marcadores de cinco estadios o procesos diferentes:
pre-adipocitos, adipocitos en diferenciacion, adipocitos maduros, activacion de la via Shh

anti-adipogénica y movilizacion de lipidos.
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Durante el desarrollo del tejido adiposo en mamiferos se han caracterizado
diferentes marcadores moleculares y la mayoria de estos tienen al menos un ortélogo
identificado en pez cebra con el cual comparten una homologia significativa a nivel de
proteina, con humanoy raton [200]. En lo posible, seleccionamos marcadores para los que

encontramos evidencia de expresion en pez cebra.

Como marcadores del estadio de pre-adipocito, trabajamos con a los genes dlk11
(del inglés, delta-like 1 homolog) y zfp423 (del inglés, zinc finger protein 423). Ambas
proteinas se expresan en APCs y pre-adipocitos y su expresion se reduce drasticamente
durante adipogénesis, y han mostrado en mamiferos un rol anti-adipogénico tanto in vivo
como in vitro [220-223]. El estudio de ambos genes en pez cebra hasta el momento se ha
centrado enroles adicionales, en el caso de dlk1, como inhibidor de la angiogénesis [224]
y en el caso de zfpb423 en su rol en sistema nervioso central [225]. Es importante sefialar
que mutaciones en el gen zfpb423 en humanos producen ciliopatias como Sindrome de

Jouberty nefronoptisis [225].

Como marcadores de diferenciacion elegimos estudiar pparg (del inglés
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma) (isoformas ppargl y pparg2 producto
de splicing alternativo) y el gen cebpa (del inglés CCAAT/Enhancer-Binding Protein Alpha).
Como se menciono previamente en la introduccién, en mamiferos ambos factores de
transcripcion son centrales y actuan sinérgicamente durante la diferenciacion de
adipocitos y en el mantenimiento del fenotipo adiposo [226]. En pez cebra, la expresion de
pparg tiene una localizacién en el tejido adiposo visceral de las larvas y su expresion se
modifica en respuesta a cambios en la alimentacion [198-200,227]. cebpa también se
expresa en PVATy AVAT, aunque su expresion no seria exclusiva de este tejidoy que también

se expresa en higado [171,200].

Como marcadores de adipocitos maduros, seleccionamos fabp4, adipogb y pln2.
FABP4 (fatty acid-binding protein 4), es una proteina citoplasmatica de union a los acidos
grasos, que participa en su transporte intracelular. En mamiferos su expresion es inducida
durante la fase terminal de la diferenciacion de adipocitos, por lo que se considera un
marcador tardio de adipogénesis. Tiene dos ort6logos en pez cebra, solamente uno de

ellos, fabp4a (antes denominado fabp11a) se expresa tanto en adipocitos maduros como
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en etapas mas tempranas de diferenciacion [199,200,228]. Por otro lado, analizamos
también uno de los dos ortélogos de pez cebra que codifica para adiponectina denominado
adipogb que se expresa en tejido adiposo y su expresion se modifica con la alimentacion
[200,229]. Ademas, pln2 que codifica para perlipina 2, una proteina estructural de las gotas
lipidicas de mamiferos y que se ha demostrado que en pez cebra comparte la misma

funcion [230,231].

Por otro lado, también evaluamos la activacion de la via de Shh analizando
transcripcion de glil, ptchl y ptch2. La sefalizacién por Shh en células madre
mesenquimales se la vincula con el desarrollo osteogénico y la inhibicion de la
adipogénesis [232,233]. La via de Shh participa del desarrollo embrionario de pez cebra

[234] pero su funcionalidad a nivel de tejido adiposo no ha sido evaluada aun.

A su vez, analizamos la expresion de marcadores de movilizacion de lipidos. Entre
ellos, seleccionamos srebfl, que codifica para un factor de transcripcion que regula la
expresion de genes implicados en la lipogénesis [235]. También incluimos cd36, que
codifica para un transportador de acidos grasos facilitando su captacion hacia el interior
celular, y que en pez cebra se postula como candidato para la percepcion gustativa [236].
Por otro lado, [pla, pnpla2, que codifican para lipasas involucradas en la hidrdlisis de
triacilglicéridos, mientras que dgat2 codifica para una sintetasa de triacilglicéridos y por lo
tanto desempefnando una funcidn opuesta a la movilizacion lipidica[237,238]. De todos
estos genes, la informacion en pez cebra es limitada, en un ensayo inducido por
sobrealimentacidn de peces adultos, se analizo la expresion de los marcadores screbfi,

Ipla, pnpl2, pero Unicamente [pla modificd su expresion [239].

Para evaluar la expresion relativa de estos marcadores, una vez finalizado el ensayo
condieta STD y HFD mencionado en la seccion anterior, disecamos la region abdominal de
larvas de 21 dpf con longitudes estandar entre 7,7y 8,7 mm. Luego de extraer el ARN total,
sintetizamos ADNc con oligo dT y realizamos una gPCR utilizando cebadores especificos

para los diferentes marcadores.
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Figura 27 Analisis de marcadores de diferenciacion de adipocitos en la region abdominal de larvas fstl1a
(-/-) y salvajes en dieta STD y HFD.

A. Tabla con los valores de p resultado del analisis de ANOVA. Para la expresion cada gen analizado, se
muestra el valor de p para cada factor fijo (dieta y genotipo) y de la interaccién entre ambos.
B. Grafico de puntos con los valores individuales de NRQ (Normalized Relative Quantity) y la media =

1C95 % del ARNm para diferentes genes marcadores de preadipocitos (dlk1, zfp423), diferenciacion (ppargl,
pparg2, cebpa) y adipocitos maduros (fabp4a, adipogb, pln2), asi como genes indicativos de activacion de la
via Shh (gli1, ptch1, ptch2) en la regién abdominal de larvas salvajes (WT; azul) o mutantes fstl1la KO (KO;
magenta) bajo dieta estandar (O; circulo vacio) o dieta alta en grasa (®; circulo lleno). Se analizaron cinco
larvas por condicidn a partir de un experimento de dieta. Las diferencias significativas por pares se indican
con sus valores de p (test post-hoc de Tukey).

Extraido y modificado de [158].

Los resultados se muestran en la Figura 27. Por un lado, realizamos un analisis
ANOVA de dos vias para evaluar el efecto de cada factory la posible interaccion entre ellos
(Figura 27A). Varios de los marcadores mostraron variaciones de expresion con el genotipo

(zfp423, ppargl, adipogb, pln2 y fabp4a) y/o con la dieta (dlk1, zfp423, ppargl, pparg2,
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adipogb, fabp4a), y en algunos casos detectamos interaccion entre ambos factores

(ppargl, cebpayfabp4a).

A continuacién, realizamos una comparacién post-hoc entre cada par de

condiciones para evaluar entre qué condiciones se daban los cambios (Figura 27B).

La expresion de zfp423, presento diferencias significativas tanto en respuesta a la
dieta como al genotipo. El incremento observado en la expresion de zfp423 en larvas
salvajes con la dieta HFD, se vio disminuido en larvas fstlla (-/-). Contrariamente, el
marcador dlk1, mostré diferencias Unicamente en relacion con el tipo de dieta,
independientemente del genotipo, mostrando una tendencia a disminuir su expresién en

tejido adiposo de animales bajo dieta HFD.

En el caso de ppargl, pparg2 y cebpa, su expresion en larvas salvajes se mantuvo
incambiada entre dieta STD y HFD, Interesantemente, en las larvas fstlla (-/-) observamos

una disminucion de la expresidn de estos marcadores en respuesta a la dieta HFD.

Para los marcadores de adipocitos maduros fabp4b, adipogb, su expresion en
peces salvajes aumento en dieta HFD en relacion con la dieta STD. Llamativamente, en

larvas fstlla (-/-), el nivel de expresion en dieta STD y HFD fue similar.

Con respecto a gli1, ptch1y ptch2, genes inducidos por la via de sefializacion Shh
(anti-adipogénica) no observamos una diferencia significativa en el test de ANOVA de 2 vias

(Figura 27A).

Realizamos el mismo analisis para algunos genes asociados con la movilizacion de
grasa, incluyendo srebf1, cd36, lpla, dgat2y pnpla2 (Figura 28). Encontramos un efecto de
la dieta sobre los genes asociados con la acumulacion de grasa (srebfl, cd36'y [pla), pero
no se detectaron diferencias significativas asociadas con el genotipo en el analisis de

ANOVA de dos vias ni en la comparacion post-hoc de a pares de grupos (Figura 28).
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Figura 28. Analisis de marcadores asociados a la movilizacion de lipidos en la region abdominal de larvas
fstl1a (-/-) y salvajes en dieta STD y HFD. Extraido y modificado de [158].

En conjunto, nuestros datos muestran que en las larvas fstlla (-/-) crecidas en dieta

HFD el perfil de expresion de marcadores se altera, sugiriendo una disminucion de

marcadores de pre-adipocitos, de adipocitos en diferenciacidon y de adipocitos maduros.

Estos resultados sugieren que fstl1a seria una sefal adipogénica que podria favorecer la

produccion de pre-adipocitos y su diferenciacion.
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5 Discusion

5.1 Posibles mecanismos de transduccion de sefiales que median la funcion de FSTL1
en ciliogénesis

5.1.1 DIP2A como mediador de la accion de FSTL1 en la ciliogénesis

Alinicio de esta tesis existian antecedentes que reportaban a DIP2A como receptor
de FSTL1, participando en distintos procesos bioldgicos, a través de la activacion de la
sefalizacion mediada por AKT en células endoteliales, cardiomiocitos y neuronas
[148,177,240]. A su vez, la interaccion entre FSTL1 y DIP2A, habia sido previamente
demostrada mediante ensayos in vitro de resonancia plasménica superficial (Biacore),
inmunoprecipitacion y doble hibrido [148,177,240]. Ensayos de inmunofluorescencia en
células endoteliales y neuronas mostraron ademas la localizacién de DIP2A en la

membrana plasmatica [148,177].

En este contexto, una de las hipétesis que nos planteamos fue que DIP2A actue
como el receptor de FSTL1 en el contexto de su actividad pro-ciliogénica. Dado que
previamente en el laboratorio habiamos demostrado que el silenciamiento de FSTL1
produce cilias mas cortas, nos propusimos analizar si el silenciamiento de la expresion de
DIP2A (KD DIP2A) tenia un impacto en este mismo fenotipo en células hTERT-RPE1, nuestro
modelo celular para ensayos de ciliogénesis [85]. En paralelo, buscamos determinar si
DIP2A se localiza en la membrana de la cilia primaria, utilizando células hTERT-RPE1. Cabe
resaltar, que la localizacion de DIP2A en la cilia no constituye un requisito indispensable

para que pudiera actuar como receptor mediando la actividad pro-ciliogénica de FSTL1.

En las condiciones ensayadas, logramos reducir la expresion de DIP2Ay vimos que
esto no alteraba el largo de las cilias, el cual si se ve afectado por el KD de FSTL1 como se
demostro previamente. Si bien no descartamos que el nivel de reduccion de la expresion
de DIP2A no fue suficiente como para observar cambios significativos en el fenotipo que
analizamos de acortamiento de cilias, o que verdaderamente, DIP2A no participa en

nuestro modelo como un mediador/ receptor de FSTL1 en su funcion ciliar. Cabe destacar
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que el siARN empleado para DIP2A tuvo como blanco todas las isoformas descritas del
gen. Para posible manera de concluir de forma definitiva sobre esta pregunta seria

mediante la generacion de una linea KO para DIP2A.

Paralelamente nos planteamos explorar la posibilidad de que DIP2A se localice en
la cilia primaria. Cuando buscamos los anticuerpos empleados en los trabajos previos en
ensayos de inmunofluorescencia, vimos que los mismos fueron discontinuados. Es por eso
por lo que resolvimos analizar dos anticuerpos disponibles que no habian sido probados
para este fin. Lamentablemente, a pesar de los multiples intentos, donde modificamos
tanto las condiciones de permeabilizacion como de fijacion, no logramos tener una sefal

clara en ensayos de inmunofluorescencia.

Interesantemente, trabajos mas recientes han mostrado resultados donde DIP2A
se localizaria en citoplasma y tendria la posibilidad de translocar al nicleo en un modelo
de glioblastoma [110]. Estos resultados generan controversias con respecto a la
localizacion de DIP2A, o muestran que la misma seria mas compleja de lo previamente
reportado. Seria muy importante avanzar en confirmar de forma definitiva su localizacion
celularyeneldesarrollo de un modelo que explique cémo se produciria su interacciéon con

FSTL1, dado que esta ultima es una proteina secretada.
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5.1.2 ERK1/2 como intermediario en la senalizacion por FSTL1

Otro objetivo de este trabajo fue aportar informacién sobre vias intracelulares

reguladas por FSTL1 que potencialmente fueran relevantes para la ciliogénesis.

Como se menciond anteriormente en los antecedentes de este trabajo, previo a
esta tesis en nuestro laboratorio se observo que el silenciamiento de FSTL1 produce cilias
mas cortas en células hTERT-RPE1 [85]. En este trabajo empleando el mismo modelo,
observamos que, FSTL1 tendria un papel represor en la sefalizacion mediada por ERK1/2
en células hTERT-RPE1 ya que el silenciamiento de FSTL1 produce una activacion de la via.
Interesantemente, este resultado fue confirmado y continuado en el trabajo de nuestro
grupo [182], observando ademas que la inhibicién de la fosforilacion de ERK1/2 mediante
la adicion de U0126 rescata el fenotipo de acortamiento de cilias que se observa cuando
se silencia la expresion de FSTL1 en células hTERT-RPE1, asi como también en células
NIH3T3L1 [182]. Estos resultados muestran que FSTL1 modularia el largo de las cilias

actuando como un regulador negativo de la sehalizacion de ERK1/2.

Interesantemente, la senalizacion de ERK1/2 ha sido relacionada previamente en
la modulacidn y el largo de las cilias. De forma resumida, el nivel de activacion de la via
ERK1/2, depende del balance entre la fosforilacion mediada por la quinasa MEK1/2 y la
desfosforilacion mediada por la fosfatasa DUSP6 [241]. En este sentido, se ha visto que la
inhibicion de MEK1/2 con el compuesto U0126, reduce la fosforilacion de ERK1/2,
promueve la formacién de cilias mas largas y mayor numero de células ciliadas [242,243].
Por otra parte, tanto en Chlamydomonas reinhardtii como en célula hTERT-RPE1, la
activacion de la via ERK1/2 a través de la utilizacion del inhibidor de la fosfatasa DUSPS,
llamado BCI, produce el efecto opuesto: un acortamiento de las cilias y una inhibicién de
la ciliogénesis [244]. Aunque estos hallazgos evidencian la relevancia de la via ERK1/2 en

la ciliogénesis, queda por determinar aun los detalles de su mecanismo.

La sefalizacion intracelular de FSTL1 mediada por ERK1/2 ha sido reportada en
diversos contextos bioldgicos. Por ejemplo, en células del nucleo pulposo, se ha visto que,
frente a una hernia de disco, FSTL1 modularia la activacion de ERK1/2 junto con vias
inflamatorias [245]. Asimismo, esta sefalizacion esta implicada en la remodelacion

vascular tras una lesion [246] y en la proteccidn de cardiomiocitos frente al dafio [102]. En
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estos casos, sin embargo, FSTL1 actia como activador de la sefalizacion de ERK1/2,
aumentando el nivel de fosforilacion de ERK1/2. En nuestro caso observamos el efecto
contrario, FSTL1 tendria un efecto represor en la via de ERK1/2. Una situacion analoga ha
sido reportada en astrocitos, como modelo de neuroinflamacion [247]. Finalmente, este
efecto inhibitorio de FSTL1 en la sefalizaciéon de ERK1/2 también se ha reportado durante
la adipogénesis en cultivos primarios de fraccién estromal vascular de ratones FSTL1 KO

especificos de adipocitos [248].

Como mencionamos, durante la adipogénesis las cilias y la expresion de genes
como los BBS y FSTL1 presentan una dindmica muy particular. Resumidamente, las cilias
estan presentes en células progenitoras y pre-adipocitos y son reabsorbidas durante el
proceso de diferenciacion. Un patron similar se observa en la expresion de FSTL1: los
niveles de ARNm de FSTL1 son altos en preadipocitos y se reducen durante la
diferenciacion. Desde hace varios afios se conoce que la sefalizacion de ERK1/2 es
requerida durante la diferenciacion de adipocitos y que inhibidores de ERK1/2 tienen un
efecto inhibitorio en la adipogénesis, evitar la reabsorcion de las cilias [249,250]. A su vez,
ERK1/2 puede fosforilar a PPARYy, un receptor nuclear que activa la expresion de genes
necesarios para la adipogénesis [249,251]. La forma fosforilada de PPARy reduce su
actividad transcripcional y por lo tanto inhibe su papel pro-adipogénico [252]. Durante el
desarrollo de esta tesis, el grupo de Fang y colaboradores, publicaron resultados que
indican que FSTL1 reprime la via ERK1/2 durante la adipogénesis, manteniendo el nivel de
fosforilacion de PPARy reducido, y por lo tanto, favoreciendo la adipogénesis [248].
Confirmando estos datos, nuestro grupo también observo que durante la diferenciacion de
adipocitos existen cambios en los niveles de fosforilacién de ERK1/2 y que los mismos son

modulados por FSTL1 [182].

Queda aun por determinar cudl o cuales son el/los receptores/es involucrados en
la sefalizacién intracelular de FSTL1 y que median la activacion de ERK1/2 en este tejido.
Por un lado, se ha propuesto que el rol inhibitorio de FSTL1 sobre ERK1/2 seria mediado a
través de la inhibicion de la via no candnica de BMP [182]. También en tejido adiposo, se

postula a integrina f1 como receptor [248].
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En el esquema de la Figura 29 se representan los receptores y mediadores
intracelulares que han sido mas frecuentemente vinculados en la sefializacion mediada
por FSTL1 en diferentes contextos bioldgicos. A través de este esquema intentamos
destacar la potencial complejidad de dicha sefalizacion. La evidencia actual sugiere que
el mecanismo molecular de accién de FSTL1 seria tejido-especifico, y que esto se podria

vincular con la naturaleza o disponibilidad del receptor involucrado en cada tejido [88].

Receptor:  DIP2A? TL4/CD14? BMPRII/ Receptor de
BMPRI TGF-B1
C’ BMP4
O | O O i
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Figura 29. Representacion esquematica de las principales vias de sefalizacion intracelular moduladas
por FSTL1. En el esquema se sefialan con color los principales receptores y las vias/moléculas sehalizadoras
que han sido identificados en diferentes contextos, con los que FSTL1 tendria la capacidad de interaccionar
0 modular su actividad. FSTL1 se representa con color verde. Los receptores pintados en gris permanecen
aun sin identificar. Figura creada utilizando la herramienta disponible en: http://smart.servier.com

Otro aspecto interesante a explorar son los mecanismos moleculares que regulan
la expresion de FSTL1, ya que es llamativo como su nivel de expresion se altera en diversas
patologias [88]. Existen evidencias que sugieren que la desregulacion de FSTL1 podria
deberse a una combinacion mecanismos epigenéticos, transcripcionales y post-
traduccionales[88]. Por un lado, trabajos previos de nuestro grupo, mostraron como la cilia
y BBS4 regulan la expresion de FSTL1 a nivel transcripcional y post-traduccional. Mientras
que la disfuncién ciliar provoca una reduccién en los niveles de ARNm de FSTL1, el
silenciamiento de BBS4 afecta tanto los niveles de ARNm como la secrecidn de la proteina.
En relacidn a esto ultimo, la inhibicidn de la expresion de BBS4 resulta en la acumulacion
de FSTL1 en los lisosomas, donde es degradada [85]. Por otra parte, la hipermetilacion del

promotor de FSTL1 regula su expresion en tejidos especificos, particularmente en el tejido
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adiposo de madres con diabetes gestacional, en donde se ha visto que esta
hipermetilacion se asocia con un aumento en la expresion génica [253]. Ademas, en ADN
de saliva de nifios preescolares, el perfil de metilacion en regiones CpG de FSTL1 se
correlaciona con el IMC materno, sugiriendo una posible marca epigenética vinculada a la
predisposicion a obesidad pediatrica [254]. En cuanto a la regulacién post-transcripcional,
el transcripto primario de FSTL1 incluye la secuencia para el miRNA-198, cuyo
procesamiento determina si se genera ARNm de FSTL1 o miRNA-198, cuya expresion esta
alterada en diversas enfermedades [255]. Ademas, la region 3’'UTR de FSTL1 contiene sitios
de unidon para otros miRNAs relevantes (miR-206, miR-32-5p, miR-27a, miR-125a-3p),
implicados en su regulacién en distintos contextos fisiopatoldgicos [88]. Particularmente,
se ha visto que miR-125a-3p regula la expresion de FSTL1 durante la diferenciacion
adipogénica en ratones. Estudios adicionales que permitan integrar estos niveles de

regulacidn, podrian aportar claridad para entender su posible desbalance en enfermedad.
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5.2  Elrolde FSTL1 durante el desarrollo de pez cebray en el desarrollo del tejido

adiposo

5.2.1 fstll1ylaregulacionde la ciliogénesis in vivo

El patrén de expresién espacial y temporal de los ortélogos de FSTL1 en pez cebra,
fstllay fstl1b, habia sido previamente estudiado mediante hibridacion in situ (ISH) [203].
En esta tesis analizamos el perfil de expresion de ARNm de ambos genes desde la
fecundacion hasta los 5 dpf, utilizando datos de transcriptémica previamente publicados
[208]. De manera concordante con lo reportado mediante ISH, fstllb comienza a
expresarse en estadios mas tempranos que fstl1a [203]. Se detectaron niveles de transcrito
de fstl1b ya en el cigoto, lo que sugiere que serian mensajeros de origen materno y, por lo
tanto, que podrian tener un rol importante en las etapas iniciales del desarrollo [256]. Este
resultado no habia sido reportado mediante ISH, posiblemente debido a la menor
sensibilidad de esta técnica en comparacion con los analisis de transcriptomica a alta
profundidad de secuenciacién. En el caso de fstlla, el perfil de expresion observado
mediante transcriptomica coincide con los datos previos de ISH, que muestran que se
comienza a expresar en la somitogénesis temprana [203]. Mediante gPCR, corroboramos
que ambos genes se expresan en embriones de 48 hpf y, ademas, confirmamos su
expresion en el tejido adiposo de larvas de 21 dpf, durante el desarrollo post-embrionario,

para lo cual no existian datos previos.

A pesar de las diferencias en los niveles de expresion y en elmomento de comienzo
de deteccion de los transcriptos, el coeficiente de correlacidon de Pearson entre ambos
perfiles sugiere que fstl1ay fstl1b mantienen cierto grado de conservacion en sus patrones
de expresion temporal, similar a lo observado en otros pares de genes paralogos [208]. Los
datos de ISH mostraron que ademas su patron de expresion espacial también se
superpone, ya que tanto fstllay fstl1b se localizan en regiones coincidentes que incluyen
el mesodermo axialy paraxial durante la gastrulacion tardia y las etapas de segmentacion,
y posteriormente en arcos branquiales, aletas pectorales y pliegue de la aleta media
[202,203]. En conjunto, estos antecedentes sugieren que este par de paralogos podria

conservar, al menos en parte, funciones bioldgicas comunes.
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Durante el desarrollo temprano fstll1ay fstl1b participan en el establecimiento del
eje dorso-ventral, actuando de forma redundante y junto a cordina, noggin y follistatin para
antagonizar el factor ventralizante BMP [257]. Los estudios previos con morfolinos para
fstllay fstl1b reportan que el KD de estos genes por si solos no generan fenotipo, pero si
potencian el efecto del KD de otros inhibidores de BMP [202,203]. En nuestro caso, cuando
silenciamos la expresion de fstllay fstl1b mediante elempleo de morfolinos y examinamos
el fenotipo externo de los embriones de 24 y 48 hpf, detectamos defectos en la
especificacion del eje dorso-ventral (defectos en la formacidn del primordio de la colay
curvatura dorsal). El fenotipo fue mas frecuente en embriones morfantes para fstl1b que
para fstlla, en concordancia con una funcién preponderante de fstl1b en la formacién del
eje dorso-ventral [202,203]. Dado que los inhibidores de BMP actian como morfégenos
ventralizantes, la reduccion de su expresion deberia dar lugar a embriones ventralizados.
Sin embargo, el fenotipo que observamos recuerda a embriones dorsalizados [258]. Este
hallazgo se suma a los resultados contradictorios descritos para los KD o sobre-expresion
discutidos por Sylva y colaboradores (2013) [87]. En este trabajo se menciona que el
fenotipo observado en ratones Fstl1 KO no siempre se asemeja al de otros ratones KO para
inhibidores de BMP, sino que a veces, por el contrario, se parece a fenotipos asociados a
una disminucion de la sefalizacion de BMP, como en el caso de las uniones asimétricas
entre las costillas y el esternon [259], lo que afiade complejidad a la interpretacion de la
funcién de FSTL1. Aun mas desconcertante es el hecho de que no se hayan descrito
defectos en el desarrollo en pez cebra [203], ranas [260] ni ratones [259] tras la sobre-
expresion de FSTL1. Si FSTL1 actuara como un inhibidor “simple”, la ausencia de un

fenotipo resultaria poco probable [87].

Mas alla del potencial rol de fstlla y fstl1b en la determinacién del eje dorso-
ventral, un aspecto sumamente importante de nuestros resultados fue observar que la
mayoria de los embriones morfantes, tenian un fenotipo similar a aquellos embriones con
alteraciones en genes relacionados con las cilias [164,165,192,193,195,196]. Mas aln,
cuando analizamos las cilias presentes en las células que recubren la cavidad de la
vesicula de Kupffer, pudimos ver que embriones morfantes para fstl1a tienen cilias mas

cortas que los embriones control. Embriones morfantes para fst{1a también mostraron
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defectos en las cilias de la vesicula 6tica y la fosa nasal. Una observacion interesante e

inesperada sin embargo fue que las cilias presenten en embriones fstl1b eran mas largas.

Si bien los morfolinos poseen multiples caracteristicas que los posicionen como
una herramienta esencial para el silenciamiento de genes en pez cebra, se ha
documentado su toxicidad y la aparicion de efectos off target, lo que ha abierto debate
acerca de la validez de los fenotipos inducidos. En este sentido, vale la pena destacar, que
el fenotipo observado en los morfantes tanto de fstlla y fstl1b generados en este trabajo,
no coincide el fenotipo de muerte celular observado tras una activacion inespecifica de la
via apoptotica de p53 [261]. Dicho esto, una estrategia para confirmar que los fenotipos
observados en los morfantes se deben a efectos especificos, seria con-inyectando los
morfolinos junto con el ARNm de fstl1a, en donde a cierta dosis, esperamos tener una

reversion del fenotipo observado.

Por lo tanto, los resultados presentados aqui, serian los primeros antecedentes
que relacionan a FSTL1 con un fenotipo ciliar en un modelo in vivo, y que apoyan lo

demostrado a nivel de lineas celulares previamente por nuestro laboratorio.

Como mencionamos, nuestros resultados mostraron una participacion mas
relevante para fstl1a en la regulacion de las cilias y es por esto, que decidimos continuar
con el estudio de este gen en el desarrollo de una linea de peces KO. Esto nos permitio

estudiar procesos mas tardios tales como la adipogénesis.
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5.2.2 Generacionde una linea de peces KO para fstlla mediante el sistema de edicion
genomica CRISPR-Cas9.

Durante la puesta a punto de este trabajo, la edicion génica del gen fstlla con
CRISPR/Cas9 mostrd una alta eficiencia en la introduccion de mutaciones. Al evaluar el
fenotipo de los embriones inyectados de la FO, observamos fenotipos caracterizados por
el acortamiento del eje corporal, malformaciones en la formacion del primordio de la cola
y defectos en laformacidn del eje dorso ventral, similares a los observados previamente en
los embriones morfantes tanto para fstlla y fstl1b. Sin embargo, una vez establecida la
linea de CRISPR para fstlla no observamos embriones (-/-) con un fenotipo externo
evidente. Asimismo, al analizar lo que ocurria en los tejidos ciliados, no observamos el
fenotipo de acortamiento de las cilias registrado previamente en embriones morfantes,
sino que incluso, el largo de las cilias en los mutantes se vio levemente aumentado

respecto a los embriones salvajes.

Situaciones similares, en donde los animales inyectados con morfolinos dirigidos
a un gen especifico, o mutantes CRISPR FO, presentan defectos severos, que no son
recapitulados en las lineas mutantes establecidas, han sido previamente descritas con

otras lineas mutantes en pez cebra [262-264].

En algunos de estos casos, los efectos off target de los morfolinos (los cuales fueron
mencionados en la seccion anterior) podrian ser responsables de las diferencias
observadas entre un método y otro. No obstante, en otros ejemplos, el mecanismo que
explicaria las diferencias observadas es la compensacién genética (revisados en
[263,265]). Estos mecanismos de compensacion se basan en la plasticidad gendmicay la

adaptacion transcripcional [263].

Uno de los primeros trabajos en donde se evidencia que estaria actuando un
mecanismo de compensacion, fue el de Rossi y colaboradores, donde se investigaron las
diferencias entre los fenotipos observados en los mutantes y los morfantes para egfl7 (del
inglés, EGF-like domain multiple 7) [262]. Egfl7 es un factor secretado derivado de células
endoteliales, asociado con la proliferacion y la migracién celular durante el desarrollo
vascular. En pez cebra, los morfantes mostraron defectos importantes en la angiogénesis

y tubulogénesis vascular [266]. A pesar de esto, los mutantes para egfl7, no mostraron
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ningun fenotipo evidente, incluso cuando se co-inyectaron con los morfolinos para dicho
gen, sugiriendo que los efectos off target de los morfolinos no serian responsables de la
diferencia entre los fenotipos observados y que las senales que desencadenan esta via
compensatoria se encuentran corriente arriba de la sintesis proteica. En estos mutantes,
muchos otros genes de la familia Emilin, especialmente emilin3a, quien comparte un
dominio funcional con egfl7, se encontraban sobre-expresados [262]. A partir de este
trabajoy otros, a través del analisis de transcriptomay proteoma de animales mutantes sin
fenotipo en relacion con los morfantes, se ha visto que existe un nimero de genes y
proteinas que estan sobre-expresadas en los mutantes, que funcionan como una red

compensatoria para amortiguar los efectos de mutaciones deletéreas [262].

Teniendo en cuenta estos mecanismos de compensacion, evaluamos embriones
mutantes y morfantes para identificar genes/vias funcionalmente relevantes y vinculados
a fstlla. El objetivo fue realizar un analisis de transcriptomica con ARNm en embriones
salvajes, mutantes homocigotos y morfantes a las 48 hpf utilizando la tecnologia de
secuenciacion de Oxford Nanopore. Si bien la obtencién de ARNm de los embriones, la
sintesis de ADNc y la generacion de las librerias, funciono correctamente, la profundidad
en la secuenciacion no fue suficiente como para permitir obtener diferencias significativas
de expresion génica (datos no mostrados). Si bien la aproximacién no funcioné en el marco
de esta tesis, consideramos que seria interesante a futuro evaluar las diferencias en
expresion génica entre morfantes y mutantes, no sélo para identificar vias relevantes a
fstl1, sino también para aportar al conocimiento general sobre los mecanismos de

compensacion.
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5.2.3 Rolde fstl1a en la formacion de tejido adiposo

Distintos trabajos han mostrado que, los esquemas de alimentacién con dietas
altas en grasas permiten caracterizar el desarrollo del tejido adiposo en pez cebra, asi
como también evaluar intervenciones anti-adipogénicas, en un modelo relevante para la

salud humana.

Resumidamente, el uso de distintos protocolos de alimentacién en pez cebra
comienza en el afio 2010, cuando Oka y colaboradores establecieron el primer protocolo
de sobre-alimentacion de peces adultos utilizando larvas recién eclosionadas de Artemia,
un alimento accesible en todos los acuarios. En ese trabajo, se observé un aumento
sostenido del IMC, acompanado de hipertrigliceridemia y esteatosis hepatica, tanto en
machos como en hembras [198]. A nivel del analisis de la expresion génica, se detectd la
activacion de vias fisiopatoldgicas relacionadas con la coagulacion y el metabolismo de

lipidos, aligual que en humanos y ratones [198].

A partir de ese momento, se han desarrollado otros esquemas de alimentacion de
peces adultos y larvas que emplean comida paletizada, grasa de origen animal, 0 aceite de
maiz, asi como también dietas altas en colesterol [267-270]. A pesar de las diferencias
metodoldgicas, en todos los casos, se observa que el tejido adiposo de pez cebra responde
a la disponibilidad de nutrientes. Cuando los peces se sobre-alimentaron con una dieta
con alto contenido de grasas, se vio un aumento en la acumulacion de grasa en los
depdsitos viscerales, aumento del higado graso y niveles elevados de glucosa en ayuno,
comparado con un protocolo de sobre-alimentacion con una dieta de contenido de grasas
normal [239]. Nuevamente, estos resultados fueron consistentes con lo observado en
mamiferos, en los que la dieta alta en grasas se asocia a una forma de obesidad
metabdlicamente menos saludable [271]. Por el contrario, tras una restriccién caldrica, el
volumen de grasa corporal disminuye, en concordancia con lo observado en mamiferos
[198]. Interesantemente, el aumento de la grasa corporal puede ser modulado mediante el
agregado de algunos compuestos como el té verde o farmacos anti-obesogénicos, lo que
amplia su potencialidad de experimentacion [267,268]. Basandonos en los datos
previamente publicados, en este trabajo, logramos optimizar un protocolo de alimentacion

en larvas de pez cebra. Utilizando este esquema, pudimos observar diferencias en el
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desarrollo de los depositos de larvas salvajes en dietas normales y dieta alta en grasas y

también pudimos evaluar el rol de fstl1a en este contexto.

La obesidad es una condicion multifactorial, producto de la interaccidén entre
genética y ambiente. En pez cebra, la manipulacién genética de vias relacionadas con la
regulacién energética ha producido modelos de obesidad comparables a los mamiferos.
Entre ellos, mutantes para los genes lepr, ghl, cyp2rl y plxnd1 han sido caracterizados y
muestran alteraciones en los depdsitos de tejido adiposo [171,272,273]. Estas lineas
mutantes refuerzan la conservacion de los mecanismos genéticos que regulan la
adipogénesis, y posicionan al pez cebra como modelo Util para estudiar vias metabolicas

con relevancia biomédica.

En cuanto al analisis de larvas fstl1a (-/-) realizado en esta tesis, observamos que
las larvas mutantes presentan una reduccion significativa del area del tejido adiposo en
comparacion con controles, tanto en dieta estandar como en dieta alta en grasas. Cabe
destacar que, si bien no se detectd una interaccién estadisticamente significativa entre el
genotipoy la dieta, en todos nuestros experimentos observamos una tendencia a tener un
fenotipo mas severo en dieta alta en grasas, una situacion similar a lo que habia sido

reportado para la linea mutante plxind1 [171].

Estos resultados se condicen a los obtenidos en ratones que carecen de expresion
de FSTL1 en adipocitos maduros, en el que se observé una reduccién en el aumento de
peso solo bajo dieta alta en grasas [248]. Existen varias posibilidades que podrian explicar
esta diferencia. Por un lado, el alcance de la eliminacién de FSTL1 entre los modelos es
diferente: nuestro trabajo se basa en la generacion de un knockout completo, mientras que
el modelo murino se basa de un knockout especifico de adipocitos maduros. Como
explicamos anteriormente, FSTL1 es secretada por una variedad de 6rganos y tejidosy, por
lo tanto, el modelo murino puede no estar ilustrando completamente el rol de FSTL1 en el
desarrollo de la obesidad. Ademas, en nuestro modelo pudimos evaluar una gran cantidad
de individuos y en etapas tempranas del desarrollo, lo que posiblemente brinde una mayor

sensibilidad para detectar fenotipos mas leves.
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El desarrollo de esta linea de pez cebra fstl1a (-/-) proporciona un modelo Util para
abordar una comprension mecanicista del rol de FSTL1 en el desarrollo del tejido adiposo.
La patogénesis de la obesidad implica procesos complejos como la hipertrofia (aumento
deltamafo de adipocitos) y la hiperplasia (formacion de nuevos adipocitos). El analisis de
marcadores de tejido adiposo de peces salvajes y peces mutantes fstl1a (-/-) sugiere que,
al igual que en células en cultivo, fstlla es una sefial pro-adipogénica que favorece la
produccion de pre-adipocitos y su diferenciacién. La distincidn entre la acumulacion de
tejido adiposo por hipertrofia o hiperplasia es relevante, ya que una hipertrofia excesiva se
ha asociado con mayor riesgo de trastornos metabdlicos en humanos. Sera interesante a
futuro utilizar el modelo de pez cebra aqui generado para analizar si la ausencia de fstlla

impacta significativamente en el balance entre ambos procesos.

Por otro lado, seria interesante estudiar las vias de sefalizacion mediadas por
fstlla en pez cebra durante el desarrollo del tejido adiposo, como la activacién de via de
ERK1/2, por ejemplo, analizando la fosforilacion de ERK1/2. Ademas, seria interesante
incubar larvas con el inhibidor de ERK1/2 U0126, y evaluar su impacto frente al desarrollo
del tejido adiposo en nuestro modelo experimental. De hecho, ya se ha utilizado este
compuesto para el estudio de la relevancia de la sefializacion de ERK1/2 en otros procesos

patolégicos tanto en embriones como en larvas de pez cebra [274,275].

En conjunto, nuestros resultados muestran que FSTL1 cumple un papel durante el
desarrollo del tejido adiposo, probablemente favoreciendo la generacién de nuevos
adipocitos, yademas que su presenciay/o su funcion podrian volverse mas criticas durante
la respuesta del tejido a un aumento en la disponibilidad de energia. Se requeriran estudios

adicionales para profundizar en dicha funcion.
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5.2.3.1 Evaluacion de efecto compensatorio en KO para fstl1a por fstl1b

Como se menciond anteriormente, los morfantes de fst{la mostraron cilias
primarias acortadas en las primeras etapas embrionarias y defectos externos evidentes,
fenotipos que no se replicaron completamente en los mutantes de fstl1a (-/-). De igual
forma, pudimos observar que los primeros analisis de dietas con individuos productos del
incross de F2, el efecto de fstl1a parecia ser mas severo que el recapitulado luego en
generaciones posteriores. Esto sugiere que, en la linea fstla (-/-) podrian estar actuando

mecanismos compensatorios.

Dada la alta homologia y el patron de expresion similar entre los dos paralogos
fstlla y fstllb (Figura 15 y Figura 16), existia la posibilidad de que fstl1b estuviese
compensando la deplecion de fstl1a. Esta hipdtesis fue abordada en trabajo posterior de

nuestro grupo y los resultados fueron incluidos en el manuscrito asociado a esta tesis.

Para evaluar el efecto mediado por fstl1b enla linea fstl1a (-/-) en la ciliogénesis, se
inyecté MO fstl1b en embriones fstlla (-/-). Lo que se observo en este caso es que las cilias
de estos embriones fueron significativamente mas cortas que las de embriones salvajes,

sugiriendo que fstl1b tiene actividad pro-ciliogéncia en la linea fstl1a KO [158].

Por otro lado, para probar si esta funcion compensatoria también ocurria durante
la formacion del tejido adiposo, se genero un crispante FO para fstl1b en el contexto de la
linea fstlla (-/-). Las larvas crispantes de fstl1b en el contexto de la linea fstlia (-/-)
redujeron significativamente el drea del tejido adiposo en comparacién con las larvas de
fstlla (-/-) inyectadas solo con proteina Cas9, pero solo en dieta HFD [158]. Asi, estos
resultados muestran que fstl1b puede compensar la ausencia de fstl1a también en el
contexto de laformacioén del tejido adiposo, al menos cuando se desafia a las larvas de pez

cebra con dieta alta en grasas [158].

En suma, nuestros datos mostraron un efecto compensatorio de fstl1b en la linea
mutante fstl1a (-/-). Como mencionamos, esto era una posibilidad dada la alta similitud
entre los dos ortélogos a nivel de la proteina, asi como la similitud en sus patrones de
expresion. Un aspecto importante es que este efecto no depende de cambios

transcripcionales: los niveles de ARNm de fstl1b no se alteraron en los peces mutantes
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para fstl1a. Curiosamente a su vez, la compensacion se logra a pesar de que los ortologos
parecen tener funciones distintas cuando se los analiza individualmente: la deplecion de
fstl1a llevé a cilias mas cortas en la VK, mientras que el silenciamiento de fstl1b produjo el
efecto opuesto. Sin embargo, cuando se silencia fstl1b con morfolinos en un fondo
mutante parafstl1a, se observa acortamiento de las cilias. Por lo tanto, nuestros resultados
respaldan un papel de fstl1b en la regulacién de la longitud ciliar, aunque su accién
especifica en ese contexto parece estar modulada por la presencia o ausencia de fstl1a.
En otras palabras, en presencia de ambos ortélogos, fstl1b parece inhibir la formacion de
las cilias, pero en ausencia de fstlla, fstllb puede sustituir su funcién, al menos
parcialmente. Se requeriran experimentos adicionales para comprender completamente
esta interaccién funcional entre fstlla y fstl1b en la formacidn de las cilias primarias.
Finalmente, se ha demostrado que la degradacion de transcritos mutantes por NMD, cémo
estaria ocurriendo con la mutacién introducida en el gen fstl1a, puede inducir la activacion
transcripcional de genes relacionados, resultando en efectos compensatorios, por
mecanismos que aun no se encuentran completamente elucidados [263,265]. En este
contexto, la linea mutante para fstlla aqui generada representa una oportunidad para
evaluar el rol de NMD y elucidar posibles vias funcionalmente relacionadas a fstll y

relevantes tanto para la ciliogénesis como para el desarrollo del tejido adiposo.
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6 Conclusionesy Perspectivas

En conjunto, nuestros resultados aportan evidencia funcional que posiciona a
FSTL1 como un modulador clave en dos procesos fundamentales: la ciliogénesis y el
desarrollo del tejido adiposo, con relevancia tanto desde el punto de vista fisioldgico como

en el contexto de enfermedades complejas.

Nuestros estudios in vitro permitieron avanzar en la comprension del mecanismo
molecular de accion de FSTL1 durante la ciliogénesis, identificando a la via de ERK1/2,
previamente asociado al control del largo de las cilias, como un intermediario relevante de
la senalizacion por FSTL1. En nuestro modelo, la evidencia reunida indica que DIP2A no
actuaria como receptor/mediador de estos efectos, al menos en el contexto de la

ciliogénesis.

Desde el punto de vista metodoldgico, implementamos un abordaje in vivo
previamente descrito para el analisis del tejido adiposo en pez cebra. Esta herramienta,
queda disponible para futuras aplicaciones con lineas mutantes, asi como también la

evaluacion de compuestos con potencial efecto metabdlico.

Los resultados obtenidos en pez cebra, a partir de embriones morfantes para fstl1a,
refuerzan el rol de FSTL1 en la regulacion de la ciliogénesis. Adicionalmente, nuestros
datos in vivo con larvas mutantes muestran que la deficiencia de FSTL1 compromete el
desarrollo del tejido adiposo en concordancia con los resultados previos obtenidos por
nuestro grupo en lineas celulares. A su vez, observamos un fenotipo mas severo en
condiciones de alta disponibilidad energética, lo que sugiere un papelimportante de FSTL1

en la respuesta adaptativa del tejido adiposo.

A partir de estos resultados, quedan algunos puntos interesantes por explorar a
partir de los resultados obtenidos. En primer lugar, sera importante explorar si existen
cambios en la fosforilacidn de otros intermediarios intracelulares asociados a la

sefalizacion de FSTL1, como Akt, AMPK, NF-kB, SMAD1/5/8 y SMAD2/3. Asimismo, resta
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identificar los mediadores responsables de la activacion de ERK1/2 en el control de la

ciliogénesis.

También queda por explorar en mayor profundidad el mecanismo de
compensacién observado en la linea mutante de fstl1a en pez cebra, donde ciertos efectos
tempranos son posiblemente atenuados. Si bien datos obtenidos en el laboratorio
muestran un rol para fstl1b, abordajes mas amplios y complementarios, por ejemplo, a
través de ensayos de transcriptémica (RNA-seq) comparativa entre morfantes y mutantes,
serdn importantes para esclarecer este fenomeno y entender los mecanismos de

adaptacion que se activan frente a la pérdida de fstl1a.
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8 Anexo

Trabajo en células

Nombre Secuencia5'->3"
Stealth (#cddigo)
hDIP2A (HSS118321) UAGAGGUUCAUUCUUACUUGUCAGU
hFSTL1 (HSS117329) AUUGAUGGCAGUUUCAUUCUGUUCC
Stealth RNAI™ siRNA Negative Secuencia no disponible-
Control Low GC Duplex Numero de catalogo #12935200
Evaluacion de la eficiencia de los knockdown
Hdip2a_F GTGCTGCTTGTCAGCTGTA
Hdip2a_R CAGCATCAAGTTACAAACCAGGA
hFSTL1 INT FWD GGTGATTCTCGCCTGGACTCCAGTG
hFSTL1 INT REV GGTTACAGTCCACCTCGGTCTCAGC
hactina_F GGACTTCGAGCAAGAGATGG
hactina_R AGCACTGTGTTGGCGTACAG

Trabajo en pez cebra

Nombre Secuencia5'->3"

Morfolinos

fstlla MOspl ACTTTCTGTCTTACCTCTGCATAGC
fstl1b MOspl GGTTTGGTGTAACTTACCTCGGCAT
Standard MO CCTCTTACCTCAGTTACAATITTATA

Evaluacion de la eficiencia de los morfolinos

zfFstl1aMOsplFwd GGACACGTTTTCTATTTATTGC
zfFstl1aMOsplRev CTTCACATTGTCCGTCATGG
zfFstl1bMOsplFwd TTTCGGTGTTTACCCGTGTT
zfFstl1bMOsplRev GCAGTGGTTCCGGTATGTCT
zfGAPDHFwd TTAAGGCAGAAGGCGGCAAA
zfGAPDHRev AAGGAGCCAGGCAGTTGGTG

CRISPR/Cas9 para fstlla

gRNAfstlla_1 taatacgactcactataGGGAGCTGGGAGAGAATGTIgttttagagctagaa
gRNAfstl1la_2 taatacgactcactataGGATGTTCGGTCACAGAGAAgttttagagctagaa

Cebadores genéricos para fstlla

Crispr_DrFstlla_Fwd GGAGCCAAAGTTCCAAACGTC
Crispr_DrFstlla_Rv GGCAACCCCTATTGGGAACG

Cebadores alelos especificos para genotipado de KO fstl1a*

DrFstl1a_wt_Rv TCTCTGTGACCGAACA
DrFstlia_mut_Rv TCTCTGTGACCGAACT

gPCR
zfFstl1aFwd TCCTTATGCCGAGGACGAGA
zfFstl1aRv GGCACACTTTCTCTCTGGAGG
ZfFstl1bFwd ATGACTTGTGATGAGAAAACCCC
ZfFstl1bRy CTCCTCTCGTCTCGGTCCTG
2fZFP423Fwd CTTCAAGTGTCCCGTCTGCT
2fZFP423Rv TGTGGTTCTGGAGCTCAGTT
2fDIk1Fwd AGTGTATCTGTGAGTCCGGC
2fDIk1Rv TGGCAGAGAGATCCGTTGAC
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zfPPARg2Fwd
zfPPARg2Rv
zfPPARg1Fwd
ZfPPARg1Rv
zfCebpaFwd
zfCebpaRv
zfFabpllaFwd
zfFabp11aRv
zfAdipogbFwd
zfAdipogbRv
zfPIn2Fwd
zfPIn2Rv
Dr_ptch1_Fwd
Dr_ptch1_Rv
Dr_ptch2_Fwd
Dr_ptch2_Rv
Dr_gli1_Fwd
Dr_glil_Rv
zf_srebfl_Fwd
zf_srebfl_Rv
zf_LPL_Fwd
zf_LPL_RV
zf_CD36_Fwd
zf_CD36_Rv
zf_DGAT2_Fwd
zf_DGAT2_Rv
zf_PNPL2_Fwd
zf_PNPL2_Rv
efla Fw

efla Rev
rpl13a Fw
rpl13a Rev

CTCTTTATACACCTTCAGCAGACCC

CTGTAGTCGAGCGTGGAGAAG
GACCTTCAGGAGACGGTTCT
GGCCTCGGTCTCCTTCATCAT
AGTCGGGACAAGGCGAAAAT
TGAAGATGCCCCGTAACGTC
ACAGAAAGACCACGACTGTCA
TGAACTGAGCCTGGCATCTTC
CACTGAGGGAATCGAGGAGC
TTTCTCCAGGGTCGCCTTTC

GCGTGCAAAGGACTTGATAAGATA

CTTGGCACCGCTCACAGTC
CAAGGTCTTCCCAGCTACCC
ATGAGGATGACGACAGGCAC
GAACACTCGTTCAGCCGTTG
TATGGCCAGCACAGCAAAGA
AAGAGTTCGACACGCAGGAG
GCTCTCGGGAACAGTCCTTC
CCCGAAAGCATGTGTGAACG
CTGTCTCGGAACAGAACGCT
CTGGGAGAAAGACACGCTCA
TCACCTCCACGGGAAAGGTA
GGTCGGAATGAACCCCAACT
TGTCCATCCGGGAAATCAGC
TGAAGAAGGGTCTTGGTGGC
CTATGACGTCCTGAGTCGGC
GGAGAGGCGGAGTCTTCTTC
CACATCCAGCTGACACGACA
CTACCTACCCTCCTCTTGGTCG
ACACGCCGCAACCTTTGGAA

TCTGGAGGACTGTAAGAGGTATGC

ACACGCACAATCTTGAGAGCAG

Tabla 5. Secuencia de cebadores, morfolinos, guias y stealth empleados en este trabajo. * (cebadores alelo especificos,
utilizados en combinacion con Crispr_DrFstlla_Fwd)
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