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RESUMEN

En humanos un dafio a la médula espinal se considera irreversible, sin embargo, existen
animales con alta capacidad regenerativa tales como el pez cebra, el ajolote y la rana Xenopus
laevis los cuales son capaces de regenerar la médula espinal después de un dafio, recuperando
las conexiones y movilidad perdida producto de la lesion. Para el estudio de la regeneracién de
la médula espinal, Xenopus laevis presenta ventajas que lo hacen un modelo Unico de estudio.
En etapas pre-metamorficas es un animal con la capacidad de regenerar la médula, mientras que
durante y después de la metamorfosis, este animal pierde esas capacidades, por lo que se

transforma en un animal no regenerativo.

Estudios de nuestro laboratorio utilizando a Xenopus laevis sugieren que, para que ocurra
regeneracion de la medula espinal en estadios regenerativos, es necesario la activacion de
progenitores neurales identificados como células Sox2+. Al analizar los niveles de  expresion

de Sox2, se ha visto que estos disminuyen a medida que la rana avanza el desarrollo
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(metamorfosis). Por lo tanto, se determind que la disminucion de Sox2, podria ser una causa del

porqué la rana pierde las capacidades regenerativas en estadios pre-metamorficos.

La pregunta que surge en cuestion es ¢existe algin factor que pueda regular a los
progenitores neurales Sox2+ y promover la neurogénesis para la regeneracion de la médula
espinal? Cimadamore en el 2013 demostr6é que la sobre expresion exdgena de la proteina de
union a RNA Lin28 era suficiente para rescatar a los progenitores neuronales de un defecto
proliferativo en los estadios méas tempranos de la neurogénesis, asociados a la pérdida de Sox2.
En el mismo afio, el grupo de Shyh-Chang demostré que se mejoraba la regeneracion acelerando
el recrecimiento de cartilagos, huesos y tejido mesenquimal después de la amputacién de los
digitos distales o la perforacion de las orejas en los animales. Por Gltimo, una expresion
constitutiva de Lin28 en células P19, causé un bloqueo completo de glicogénesis acompafiado
de un incremento en la neurogénesis. Estos antecedentes nos hacen pensar Lin28 podria ser un
factor preponderante para inducir la regeneracion en la médula espinal mediante la regulacion

de los progenitores neurales Sox2+.

En base a esto, nosotros presentamos la siguiente hipotesis: La sobre expresion de Lin28
produce un aumento de proliferacion celular y de la neurogénesis en la médula espinal de

Xenopus laevis

Nuestros resultados muestran que hay un aumento significativo de la proliferacion de
progenitores Sox2 en la médula espinal de la rana producto del dafio y que a través de los
métodos clasicos de estudio de la neurogénesis con la utilizacién de un marcador de neurona

madura NeuN, se observé que existe neurogénesis en respuesta al dafio en estadios regenerativos
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de Xenopus laevis, por lo tanto, la neurogénesis podria ser un posible mecanismo por el cual la

rana puede regenerar la médula espinal después de una dafio.

Ademas, los ensayos de sobre expresion de Lin28a en estadios regenerativos
demostraron que esta proteina de union a RNA, regularia la proliferacion celular aumentando la
actividad de las células progenitoras e induciria la diferenciacion celular hacia un fenotipo
neuronal generando un aumento en la neurogénesis en la médula espinal en ausencia de dafio.
Por lo tanto, nosotros creemos Lin28a seria un buen candidato de estudio para la regeneracion

de la médula espinal de Xenopus laevis a través del aumento de la neurogénesis.
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ABSTRACT

In humans, damage to the spinal cord is considered irreversible; however, there are
animals with high regenerative capacity, such as the zebrafish, the axolotl, and the frog Xenopus
laevis, which are capable of regenerating the spinal cord after damage, recovering the
connections and mobility lost as a result of the injury. For the study of spinal cord regeneration,
Xenopus laevis has advantages that make it a unique study model. In the pre-metamorphic
stages, it is an animal able to regenerate the marrow. In conrast, this animal loses these abilities

during and after metamorphosis, becoming a non-regenerative animal.

Studies from our laboratory using Xenopus laevis suggest that, for spinal cord
regeneration to occur in regenerative stages, the activation of neural progenitors identified as
Sox2+ cells are necessary. When analyzing the expression levels of Sox2, it has been seen that
they decrease as the frog advances in development (metamorphosis). Therefore, it was
determined that the decrease in Sox2 could cause why the frog loses regenerative capacities in

pre-metamorphic stages.
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The question that arises in question is there any factor that can regulate Sox2+ neural
progenitors and promote neurogenesis for spinal cord regeneration? Cimadamore 2013
demonstrated that the exogenous overexpression of the RNA-binding protein Lin28 was
sufficient to rescue neuronal progenitors from a proliferative defect in the earliest stages of
neurogenesis associated with the loss of Sox2. In the same year, Shyh-Chang's group
demonstrated that regeneration was enhanced by accelerating the regrowth of cartilage, bone,
and mesenchymal tissue after distal digit amputation or ear piercing in animals. Finally, a
constitutive expression of Lin28 in P19 cells caused a complete blockade of glycogenesis
accompanied by an increase in neurogenesis. These antecedents make us think that Lin28 could
be an essential factor inducing regeneration in the spinal cord through the regulation of Sox2+

neural progenitors.

Based on this, we present the following hypothesis: The overexpression of Lin28

produces an increase in cell proliferation and neurogenesis in the spinal cord of Xenopus laevis.

Our results show that there is a significant increase in the proliferation of Sox2
progenitors in the spinal cord of the frog as a result of damage and that through the classic
methods of studying neurogenesis with the use of a NeuN mature neuron marker, it was
observed that there is neurogenesis in response to damage in regenerative stages of Xenopus
laevis, therefore, neurogenesis could be a possible mechanism by which the frog can regenerate

the spinal cord after injury.

In addition, Lin28a overexpression assays in regenerative stages showed that this RNA-

binding protein would regulate cell proliferation by increasing progenitor cells’ activity and
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inducing cell differentiation towards a neuronal phenotype, generating an increase in
neurogenesis in the bone marrow. Spinal cord in the absence of damage. Therefore, we believe
Lin28a would be an excellent candidate to study Xenopus laevis spinal cord regeneration

through increased neurogenesis.
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INTRODUCCION

1. Dafio a la Médula Espinal

Se entiende, por Dafio a la Médula Espinal (DME), al dafio parcial o total de las
conexiones nerviosas en una seccion de la médula espinal que ocasiona una pérdida de neuronas,
oligodendrocitos, y astrocitos e interrumpe la conexién entre el cerebro y el resto del cuerpo
(Sabelstrom et al., 2013; Tuszynski & Steward, 2012). Dependiendo del nivel vertebral y
profundidad del dafio, un DME puede causar diferentes alteraciones neurologicas que incluyen
disfuncion sensorial, autbnoma como lo son la sexual, urinaria, cardiovascular e intestinal
(Hutson & Di Giovanni, 2019) y motora que puede llevar a un cuadro de paraplejia o
cuadriplejia debido a la pérdida de las funciones motoras inmediatamente bajo la zona del dafio

(Fig. 1) (Barnabé-Heider & Frisén, 2008; S. Thuret et al., 2006).

La Organizacion Mundial de la Salud estima que, cada afio, entre 250.000 y 500.000

personas en el mundo sufren algun tipo de dafio que afecta a la integridad de la médula espinal.
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Personas con una lesion en la médula espinal, tienen de 2 a 5 veces mas probabilidad de morir
prematuramente que aquellas personas sin lesion, con una peor tasa de sobrevida en paises que

presentan un indice de desarrollo mediano y bajo (World Health Organization, 2013).

\ {2
Cervical
S b4 (c1-cy
Daiio desde C1-T1 /' e
Tetraplegia ;
&
— '. Torscica
- (T1.T12)
/ ; n.’
e ;
?
ol ) Lumbar
Darno desde T2 - T12 e %)
Paraplegia & .
pleg ~ =
Sacrales
I— it

Figura 1: Dafio a la médula espinal y efecto sobre la motricidad. Esquema que representa el
nivel de paralisis segun la zona y profundidad del dafio. Un DME puede ocasionar un cuadro de
tetraplejia si se produce a nivel cervical (sobre T1) o de paraplejia si es bajo la vertebra T2 del
segmento toracico. La regién roja en las figuras humanas de la izquierda indica la zona que
queda con paralisis segln la localizacion del dafio. Adaptado de (Barnabé-Heider & Frisén,
2008; Royal College of Obstetricians & Gynaecologists, 2020)
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2. Modelos mamiferos para estudiar dafio a la médula espinal

En mamiferos, el DME es practicamente irreversible porque el proceso regenerativo es
poco efectivo, esto es debido a que la regeneracion y reparacion de los tejidos estan restringidos
a los primeros estadios del desarrollo embrionario (Ferretti et al., 2003; Godwin, 2014; Porrello
et al., 2011; Willyard, 2013). En cambio, en estadios post-embrionarios, el DME origina una
cicatrizacion glial (Tuszynski & Steward, 2012) y desmielinizacion axonal que impiden la
correcta regeneracion y recuperacion funcional de la médula espinal (Totoiu & Keirstead, 2005).
Si bien la formacion de la cicatrizacion glial impide la regeneracién, también es importante
mencionar que este tipo de repuesta disminuye y limita el dafio secundario producto de factores
inflamatorios, con llevando a prevenir la necrosis y apoptosis celular més alla del sitio de la

lesion (Gaudet & Fonken, 2018).

3. Modelos no-mamiferos para estudiar el dafio a la médula espinal

Existen vertebrados, como el pez cebra, la salamandra, la lagartija, el ajolote, la lamprea
y la rana Xenopus . laevis (X.laevis), que poseen una alta capacidad regenerativa, aunque en el
caso de la rana Xenopus, estas altas capacidades regenerativas se acotan a estadios larvarios

principalmente (Echeverri, 2020; Hanslik et al., 2019; Lee-Liu et al., 2013).

Utilizando estos modelos de animales, con alta capacidad regenerativa, se han
demostrado dos posibles mecanismos para la regeneracion de la médula espinal después de un
dafo; 1) Axogénesis: que corresponde al crecimiento de axones desde los cuerpos neuronales
gue guedaron dafiados después de la lesién o también de axones no dafiados y 2) Neurogénesis:

que corresponde a la formacion de nuevas neuronas a partir de células progenitoras neurales
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(NPC) que se encuentra en la zona adyacente al canal central de la médula espinal llamada capa

ependimaria (Alunni & Bally-Cuif, 2016; Tanaka & Ferretti, 2009; G. Zhang et al., 2014).

Varias terapias estan siendo estudiadas para mejorar la regeneracion del sistema nervioso
central (SNC), tales como la liberacion de factores troficos en el sitio del dafio, induccién del
crecimiento de axones, manipulacion de sefiales intracelulares, matrices artificiales de soporte
(biomateriales), modulacion del sistema inmune y el trasplante celular para inducir neurogénesis
(Courtine & Sofroniew, 2019; Horner & Gage, 2000; Venkatesh et al., 2019). Hasta el momento
ninguna terapia ha permitido restaurar de forma completa la funcién motora y sensorial después
del dafio (Ashammakhi et al., 2019; Courtine & Sofroniew, 2019; Kwon et al., 2010) y se cree
que, con la utilizacion de terapias combinadas, se podrian obtener mejores resultados

(Ashammakhi et al., 2019; Courtine & Sofroniew, 2019; Tanaka & Ferretti, 2009).

Sin embargo, es necesario que la investigacion cientifica basica, proporcione una base
racional y experimental para la adaptacion de determinadas combinaciones de terapias clinicas
en los diferentes tipos de DME, como por ejemplo la utilizacién de biomateriales combinado
con el trasplante de células o moléculas soluble para inducir crecimiento axonal (Ashammakhi

etal., 2019).

AUn falta mucho por comprender la regeneracion de la médula espinal, y asi como el uso
de mamiferos ha permitido comprender las bases moleculares de los eventos que se desarrollan
después de un DME y que impedirian que la regeneracion ocurra, el uso de animales con alta
capacidad regenerativa como X. laevis en estadios larvales ha permitido ir dilucidando los

mecanismos por los cuales la regeneracidn ocurre (Sofroniew, 2018).



24

4. Xenopus laevis y regeneracion

El DME en humanos suele ser a nivel cervical o tordcico principalmente, por esta razon,
la contusién y la transeccién de la médula a nivel torécico han emergido como métodos para la
generacion de lesiones que se asemejan mas a lo que ocurre en los seres humanos (Borodinsky,
2017; Edwards-Faret et al., 2017; Lee-Liu et al., 2013; G. Lin et al., 2007; Slack et al., 2008;

Tanaka & Ferretti, 2009).

Utilizando a X. laevis como modelo animal y a la transeccion de la médula espinal como
método de dafio, en nuestro laboratorio se estudian los procesos celulares y moleculares que
ocurren luego de realizar un DME, y asi, comprender los mecanismos involucrados en la

regeneracion de la médula espinal.

Comparando estadios regenerativos (NF50) y no regenerativos (NF66), se ha
demostrado que las células progenitoras neurales (NPC) residentes en la zona ependimaria que
expresan el factor de transcripcion Sox2+, contribuyen a la regeneracion de la médula espinal
después de la transeccion. Se observo, ademas, que los niveles de Sox2 disminuyen durante la
metamorfosis concomitante con la perdida de la capacidad regenerativa del animal (Edwards-
Faret et al., 2018; Gaete et al., 2012; Mufioz et al., 2015). Por medio de ensayos de proliferacion
celular utilizando el anadlogo de timidina, Bromo deoxiuridina (BrdU), se demostr6é que existe
una transiente y masiva proliferacion de células NPC Sox2+ en respuesta al DME en estadios
regenerativos a diferencia de lo observado en estadios no regenerativos en donde la proliferacion
es mucho menor o casi nula (Mufioz et al., 2015). En cambio, se evidenci6 un aumento de la

proliferacion de otros tipos celulares no identificado que podrian corresponder a células del
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sistema inmune (Ej. macréfagos) (Ahuja et al., 2017; Maldonado-Lasuncion et al., 2018; Milich
et al., 2019), o a células del SNC no neuronales como microglia, astrocitos y precursores de

oligodendrocitos (Echeverri, 2020; Gaudet & Fonken, 2018).

El andlisis de la regulacion diferencial de genes por RNA-seq, demostrd que, en
respuesta a un DME, aumenta la expresion de genes relacionados con neurogénesis como Sox-
d, ascll, sox21, neuroD4, etc (Lee-Liu et al., 2014; Mufioz et al., 2015). Esto en conjunto,
sugiere que la activacion de células Sox2+ seria crucial para el proceso regenerativo
hipotetizando que este tipo celular podria diferenciarse hacia un fenotipo neuronal, por lo tanto,

una clave para mejorar la regeneracion, podria ser la regulacion de este tipo celular.

5. C¢élulas troncales neurales y progenitores neurales

Basandose en sus propiedades funcionales, en el SNC se pueden diferenciar dos clases
de células indiferenciadas segun su potencialidad: las células troncales neurales (NSC) y los
NPC (Fig. 2). Los primeros son células indiferenciadas con la capacidad para auto renovarse
(Martin-Suérez et al., 2020) y diferenciarse hacia diferentes linajes. Este tipo celular puede estar
en un estado de quiescencia o en un estado activado, listo para autorrenovarse o diferenciarse.
Por otro lado, estan los progenitores neurales o NPC. Estas células estdn mas comprometidas
con un linaje especifico y poseen la capacidad de proliferar y dar origen a un solo tipo celular.
A diferencia de las NSC, las NPC tienen un namero limitado de ciclos de proliferacion (Geuna

etal., 2001; Seaberg & van der Kooy, 2003; Wurmser & Gage, 2002).

El desarrollo del SNC parte con un numero pequerio de células con la capacidad de auto

renovarse indefinidamente, estas células multipotentes son conocidas en el SNC como células
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neuroepiteliales y estan encargadas de la formacion del tubo neural en estadios embrionarios y
mantencién del SNC en etapas posteriores (Merkle & Alvarez-Buylla, 2006). Conforme avanza
el desarrollo, las NSC podrian ser reemplazadas en parte por un tipo diferente de células
Ilamadas glias radiales las cuales estarian restringidas a los nichos neurogénicos del ventriculo

(Lim & Alvarez-Buylla, 2016).

S o R Y

Glia Radial Glia Radial Progenitor  Neuroblasto Neurona Inmadura Neurona Madura
Quiesciente Activada Intermedio
NSC NSC NPC
Fase de Quiescencia Fase de Expansion Fase de Diferenciacion y Migracion Fase de Maduracion e Integracion

Figura 2: Esquema de la progresion de la neurogénesis. Las neuronas maduras pueden
generarse a partir de células gliales activadas que proliferan y generan NPC los cuales se
diferencian hasta neuronas o también se originan a partir del mismo NPC a través de varias
rondas de amplificacion. Aadaptado de (Amrein et al., 2015).

En forma importante, las células NSC y NPC se activan frente al dafio (Anthony et al.,
2004, Edwards-Faret et al., 2018; Gaete et al., 2012; Hartfuss et al., 2001; Malatesta et al., 2000;
Murfioz et al., 2015; Noctor et al., 2002; Than-Trong & Bally-Cuif, 2015), tanto en lesiones
traumaticas en el cerebro como en el DME (Deng, 2010; Edwards-Faret et al., 2018; Gaete et

al., 2012; Kizil et al., 2012; G.-L. Ming & Song, 2011), incrementando la neurogénesis y la
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migracion celular, hacia el sitio de la lesién, como un mecanismo de repuesta para inducir

regeneracion (Echeverri, 2020; Kishimoto et al., 2012; Mufioz et al., 2015).

Una pregunta recurrente es ¢cual o cuales son los factores que regularian
diferencialmente a las NSC/NPC permitiendo neurogénesis en respuesta al dafio en estadios
regenerativos?, o, dicho de otra manera, ¢existird en las NSC/NPC, algun factor responsable de

la capacidad regenerativa durante el desarrollo y que disminuye en etapas adultas?
6. Neurogénesis en Respuesta a Dafio

La neurogénesis es el proceso por el cual se generan nuevas neuronas funcionales a partir
de progenitores neurales en el SNC (Fig. 2), necesario tanto para el desarrollo como para la
mantencion funcional del SNC en los animales (Gheusi et al., 2013; Kriegstein & Alvarez-

Buylla, 2009; R. Lin & lacovitti, 2015; G.-L. Ming & Song, 2011; Tai et al., 2020).

En condiciones fisioldgicas, la neurogénesis ocurre a lo largo de toda la vida y no sélo
durante la embriogénesis como se creia en un principio (Alunni & Bally-Cuif, 2016; G.-L. Ming
& Song, 2011; G. Ming & Song, 2005). Sin embargo, en etapas postnatales y adultas la
neurogénesis ocurre a menores tasas quedando restringida a zonas especificas del SNC
denominadas nichos neurogénicos (Alunni & Bally-Cuif, 2016; Bergmann et al., 2015; Y. Li &
Guo, 2020; Lindsey & Tropepe, 2006). En forma importante ha sido posible observar
neurogénesis en respuesta al dafio en el SNC y esto resulta muy interesante de estudiar, ya que,
en mamiferos los mecanismos regenerativos no son suficientes para responder a dafios

patolégicos y regresar al sistema a un estado homeostatico adecuado a diferencia de los ocurrido
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en animales con altas capacidades regenerativas (Benraiss et al., 1999; Y Guo et al., 2011;

Sabelstrom et al., 2013; Tanaka & Ferretti, 2009).

Una proteina importante en el estudio de la neurogénesis y regeneracion en el SNC es el
factor de transcripcion Sox2, ya que se ha demostrado es necesario para la pluripotencialidad de
las NSC, formando parte del coctel de factores utilizados por Takahashi y Yamanaka para
reprogramar fibroblastos (Nicaise et al., 2021; Takahashi et al., 2007; Takahashi & Yamanaka,
2006). Por otro lado, las células que expresan Sox2 se activan y proliferan en respuesta a un
dafio en estadios regenerativos, esto es acompafiado por un aumento de marcadores de
neurogénesis como neuro D, neurogenina 2 y doblecortina indicando que estas células podrian
diferenciarse a neuronas (Mufioz et al., 2015). En conjunto estos estudios, nos permiten sugerir
que los NSC/NPC pueden participar de la neurogénesis en respuesta al dafio y son las

responsables de la regeneracién de la médula espinal en X. laevis.

Si consideramos que la etapa inicial en el proceso de neurogénesis es la activacion de las
NSC/NPC Sox2+ y que podria existir neurogénesis en respuesta al dafio en animales con alta
capacidad regenerativa, resulta esencial estudiar como se podrian modular los NSC/NPC para
inducir neurogénesis y de esta forma intentar mejorar la regeneracion en animales no

regenerativos.
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7. Lin28, un gen heterocronico

Lin28 es una proteina de union a RNA altamente conservada entre diversas especies.
Esta proteina fue identificada por primera vez en Caenorhabditis elegans (C. elegans) como un
gen heterocrénico formando parte de una red de genes que regulan la sincronizacion de las
transiciones larvales en el nematodo (Victor Ambros & Horvitz, 1984; E G Moss et al., 1997).
Se ha visto que cuando este gen es mutado causa defectos en el desarrollo heterocronico del
animal, provocando que C. elegans reitere o salte estadios larvarios completos (V Ambros,
1989; Kawahara et al., 2012; E G Moss et al., 1997; Rehfeld et al., 2015; Tsialikas et al., 2015;

Vadla et al., 2012).

A diferencia de C. elegans, en mamiferos existen dos paralogos de Lin28 llamados
Lin28ay Lin28b (Balzer & Moss, 2007; Cao et al., 2020; Yinggiu Guo et al., 2006; Eric G Moss
& Tang, 2003; Rehfeld et al., 2015; Robinton et al., 2019; Tsialikas et al., 2015). Ambos
homologos, contienen dos diferentes tipos de dominios de unién a RNA, un dominio de golpe
de frio y dos dominios dedos de zinc retrovirales CCHC. Estos dominios son altamente
conservados entre las diferentes especies (E G Moss et al., 1997; Richards et al., 2004; Tsialikas

et al., 2015).

Lin28 se expresa en celulas troncales embrionarias humanas y de raton, en lineas de
carcinomas y en NSC/NPC (Balzer et al., 2010; Cimadamore et al., 2013; Robinton et al., 2019;
D. H. Yang & Moss, 2003) y al igual que en el neméatodo, Lin28 esta expresado fuertemente en
tejidos en desarrollo regulando la proliferacion, la auto renovacion de progenitores y el destino

celular. Se ha observado que a medida que la diferenciacion ocurre, los niveles de ambos
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parélogos de Lin28 van disminuyendo (Eric G Moss & Tang, 2003; Romer-Seibert et al., 2019;
D. H. Yang & Moss, 2003). Este mismo patron lo hemos observado en experimentos con X.
laevis. Utilizando ensayos de hibridacion in situ se determiné que Lin28a se expresa en células
de la zona ependimaria de la médula espinal, mismo sitio en donde se encuentran los NSC/NPC
y conforme X. laevis avanza en la metamorfosis, la expresion de Lin28ay su parélogo Lin28b

disminuye (Faunes et al., 2017).

Uno de los mecanismos de accién mas estudiados para la funcion de Lin28 es la
regulacion de la biogénesis de la familia de micro-RNAs Let7 (Kawahara et al., 2012; Mayr &
Heinemann, 2013; Rehfeld et al., 2015; Robinton et al., 2019; Viswanathan et al., 2008). La
expresion de estos micro-RNAs son necesarios para promover la diferenciacion y maduracion
celular gracias a que regulan y silencian post-transcripcionalmente, genes relacionados con el
fenotipo de las células troncales como por ejemplo Lin28 (Rehfeld et al., 2015). Por esta razén,
existe un estricto equilibrio entre los niveles de Lin28 y Let7 (Fig. 3A). Es decir, la naturaleza
del mecanismo de retroalimentacion que existe entre ambos es un interruptor biestable con
resultados excluyentes entre si, altos niveles de Lin28/bajos niveles de Let7 y por el contrario

altos niveles de Let7/bajos niveles de Lin28 (Rehfeld et al., 2015)

Sin embargo, la funcién de Lin28 en la célula no esta limitada exclusivamente a una via
Let7 dependiente. Sino que, en el Ultimo tiempo ha crecido la evidencia de que Lin28 también
puede actuar por una via Let7 independiente y regular el ciclo celular, fosforilacion oxidativa y
glicolisis entre otros (Fig. 3B) (Jun-Hao et al., 2016; Polesskaya et al., 2007; Tsialikas et al.,

2015).
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Figura 3: Regulacion Lin28/Let7. En A, se muestra el equilibrio biestable que existe entre los
niveles de Lin28 y Let7 en la célula. Altos niveles de Lin28 promueven un fenotipo
indiferenciado mientras que altos niveles de Let7 promueve la diferenciacion celular. En B,
esquema de las vias Let7 dependiente y Let7 independiente por las cuales Lin28 puede ejercer
su funcion en la célula afectando diferentes componentes. Adaptado de (Jun-Hao et al., 2016;
Rehfeld et al., 2015).
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8. Efecto de la ausencia y sobre expresion de Lin28

8.1. Ausencia o disminucion de Lin28

Al igual que en C. elegans, se han estudiado los efectos de la ausencia de Lin28 en
mamiferos. Se ha observado, en ratones Lin28a-/-, una reduccion en el tamafio del cerebro en
estadios embrionarios, mientras que los animales Lin28a-/- / Lin28b+/- muestran similar
fenotipo, pero mas severo. Ademas, se demostré que el doble knock out de Lin28a y Lin28b
genera letalidad en el embrién y estd acompafiado por una reduccién en el tamafio del cerebro,
defectos en el cierre del tubo neural, disminucion de la proliferacion celular y una precoz

diferenciacion celular. (Herrlinger et al., 2019; Robinton et al., 2019; M. Yang et al., 2015).

8.2. Sobre expresion de Lin28

Por otro lado, en ratones transgénicos que sobre expresan Lin28a, se observd un
incremento de la proliferacion de NSC/NPC, del tamafio del cerebro, del nimero de vertebras
caudales y del largo de la cola. Similar efecto se encontrd en animales que sobre expresaban
Lin28b en cuanto al aumento del nimero de vertebras y al tamafio de la cola (Herrlinger et al.,

2019; Robinton et al., 2019; M. Yang et al., 2015).

Trabajos recientes demuestraron que la sobre expresion de Lin28a mejora la reparacion
de tejidos en ratones postnatales, en particular promueve el crecimiento de los foliculos
capilares, acelera el re-crecimiento de cartilagos, huesos y tejido después de la amputacion de

los digitos distales o de la perforacién de las orejas. (Shyh-Chang et al., 2013).

En nuestro laboratorio también se ha estudiado la sobre expresidn de Lin28 en ausencia

y presencia de dafio (amputacién de extremidades). Se ha observado que la sobre expresién
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sostenida de Lin28a en estadio regenerativos, retrasa la metamorfosis del animal (Faunes et al.,
2017). A su vez, analizando el efecto de la sobre expresion prolongada de Lin28a en la
regeneracion post-amputacion de la parte distal de las extremidades posteriores de X. laevis en
estadios regenerativos, se demostré que mejoraba la regeneracion de la extremidad resultando
en el desarrollo de 5 dedos al compararlo con los controles sin sobre expresion, los cuales solo
tenian 3 a 4 digitos al final del experimento, cuando el animal ya estaba en estadios no
regenerativo (Faunes et al., 2017). Sin embargo, la causa de una mejor regeneracion podria ser
debido a que los animales que sobre expresan Lin28a presentaron un retraso en su metamorfosis,

por lo que se encontrarian mas tiempo en estadios regenerativos comparados con sus controles.

Aln faltan estudios para definir el rol de Lin28 en la regeneracion. Si bien los
antecedentes anteriores podrian no ser extrapolables a la regeneracion de la médula espinal,
existen otros antecedentes que en conjunto nos indicarian que Lin28 podria participar de la

modulacion de los NSC/NPC de la médula espinal de X. laevis e inducir la regeneracion de esta:

1) En lineas celulares de carcinoma hepatico humano HepG2, se mostré que la induccién
de la sobre expresion de Lin28b producia un aumento de los niveles de expresion de marcadores
de células troncales como OCT4, NANOG y Sox2 (Marson et al., 2008; Yu et al., 2007)

mientras que una inhibicion de la expresion de Lin28b producia lo opuesto (Cheng et al., 2013).

2) La sobre expresion exdgena de Lin28 fue suficiente para rescatar a los progenitores
neuronales de deficiencias en la proliferacion y defectos en los estadios mas tempranos de la

neurogénesis asociados a la pérdida (silenciamiento) de Sox2 (Cimadamore et al., 2013). Efecto
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que podria explicar lo que ocurre en animales no regenerativos después de un DME en los cuales

baja los niveles de Sox2 (Mufioz et al., 2015).

3) En el trabajo publicado de Barnabé-Heider et al. (2010) se demostrd en raton que,
frente a un DME, existe preferentemente gliogénesis y no neurogénesis. Por otro lado, en la
publicacién de Mufioz et al. (2015) se observo que, frente a un DME de X. laevis en estadios
regenerativos, existia una activacion de células Sox2 acompafiado por el aumento de marcadores
de neurogénesis, mientras que en estadios no regenerativos existia s6lo una baja tasa de

proliferacion.

4) La sobre expresion de Lin28a en la zona ventricular y subventricular del cerebro de
ratones, producia aumento del porcentaje de progenitores Pax6 en estadios embrionarios. Este
aumento del porcentaje era acompafiado por un aumento de la proliferacion celular, evidenciado

por el aumento de la marca de EdU en la zona ventricular y subventricular (Yang et al., 2015).

5) En la zona ventricular de ratones postnatales, se vid que la sobre expresion de Lin28a
producia la diferenciacion de los progenitores neurales positivos para el marcador Sox2,

produciendo un aumento de los neuroblastos en la regién (Romer-Seibert et al., 2019).

6) El grupo de Terskikh en el 2012 demostr6 por medio de ensayos “in vitro” que Sox2
regula la expresion de Lin28, convirtiéndolo en un factor necesario para mantener los niveles

enddgenos de Lin28.

Teniendo estos antecedentes en consideracion, se puede deducir que, si Lin28 es
necesario y suficiente para promover la proliferacién de NSC/NPC y que la disminucion de este

gen es necesaria para inducir la diferenciacion, entonces, la regulacién de Lin28 podria ser un
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factor importante para inducir la regeneracion que es mediada por células Sox2+ en la médula
espinal de X. laevis(Mufioz et al., 2015). Resulta interesante pensar que la sobre expresion de
Lin28a podria compensar la disminucion de la expresion de Sox2 que experimentan las células

de la médula espinal de X. laevis a medida que avanzan en el desarrollo (Mufioz et al., 2015)

En base a los antecedentes expuestos, nosotros consideramos que Lin28 podria regular
a los progenitores neurales a traves de SOX2 e inducir el destino celular para potenciar la

neurogenesis en la médula espinal de X. laevis.
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HIPOTESIS

La sobre expresion de Lin28 produce un aumento de proliferacion celular y de la neurogénesis
en la médula espinal de Xenopus laevis

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de Lin28 sobre la proliferacion y neurogénesis de las células progenitoras
neurales de la médula espinal en Xenopus laevis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar proliferacion y neurogénesis en la médula espinal de Xenopus laevis NF50 en
presencia de dafio.

2) Determinar el efecto de la sobre expresion de Lin28a en la proliferacion de progenitores
neurales de la médula espinal de Xenopus laevis en ausencia de dafio.

3) Determinar el efecto de la sobre expresion de Lin28a en la neurogénesis de la médula espinal
de Xenopus laevis en ausencia de dafio.
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MATERIALES

1. Animalesy su mantencion

1.1. Xenopus laevis silvestres

Ranas machos y hembras silvestres (WT), adultos y sexualmente maduros fueron
obtenidos de la compafiia norteamericana Nasco (Nasco | Xenopus Frogs). Estos animales
fueron utilizados en fertilizaciones naturales para generar embriones que son cuidados,
mantenidos y crecidos hasta los estadios en los cuales se emplearan para experimentacion: larvas

regenerativas (NF50) y ranas juveniles no regenerativas (NF66) (Niewkoop and Faber 1994).

1.2. Xenopus laevis transgénicos para Lin28a

Machos fundadores Lin28a, fueron generados en trabajos previos del laboratorio por el
Dr. Faunes (Faunes et al., 2017) por transgéenesis modificada del método de integracion mediada

por enzimas de restriccion (Ishibashi et al., 2008).
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1.3. Alimento para animales Xenopus laevis

Larvas: Nasco Frog Brittle (Nasco, prod. num. SB09480(LM)MX) y las ranas juveniles
una vez al dia con
Ranas juveniles: Frog Brittle (Nasco, prod. num. SB29028(LM)MX).

Ranas adultas: higado triturado.

1.4. Sala de mantencién de animales

Sala de renacuajos y juveniles: sistema de filtros que elimina microorganismos, sales,
minerales y cloro. Son criados en cajas plasticas de 4,5 L, con aireacion artificial,

temperatura constante de 21° C y sistema luz-oscuridad de 12 horas.

Sala de adultos: cuenta con estanques de 60 L, sistema de filtros que elimina
microorganismos, sales, minerales y cloro del agua, temperatura constante de 18° C y

sistema luz-oscuridad de 12 horas

1.5. Cirugia de la médula espinal

Tijeras de microdiseccion (2 mm, Dummont, Switzerland).

Pinzas (5 mm, Dummont, Switzerland).

Gasas estériles.

Placa Petri 100 mm.

Buffer Barth 0,1X: (NaCL 88,9 mM, KCI 1 mM, NaHCO3 2,4 mM, HEPES 10 mM,

MgSOx4 - 7H,0 0,8 mM, Ca(NOs)z - 4H,0 0,33 mM, CaCl, - 2H,0 0,41 mM, pH7,6).
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e Antibioticos: ampicilina (Sigma Aldrich #A9393) y estreptomicina (Sigma Aldrich

#56501) 1X.

e Anestésico MS-222 al 0,02%.

2. Biologia Molecular y Celular

2.1. Extraccién de muestras

e Para RNA: RNAlater (QIAGEN, Alemania), RNeasy mini kit (QIAGEN, Alemania).

e Para Proteina: Ripa (Tris 25mM, NaCl 150 mM, NP-40 1%, desoxicolato 1%, SDS
0,1%).

e Inhibidores de proteasas: benzamidina 1 pM, leupeptina 5 pg/ml, NazVO4 200 uM,

sodio pirofosfato 200 uM y PMSF 200 uM.

2.2. RT-gPCR

e Transcripcion reversa: enzima MMLV, Buffer 5X MMLV (Promega #M1701),
desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) 10mM c/u (ThermoFisher #R0192), ditiotreitol
(DTT) 0,1M (Merck #10197777001), albimina de suero bovino (BSA) 1mg/mL (Sigma
Aldrich #A7906), randon primers (ThermoFisher #48190011) y H>O libre de nucleasas
(ThermoFisher #R0581)

e RT-gqPCR: SYBR Green Master Mix (Fermentas # 556050) con partidores especificos
para cada gen (10mM) (ver Tabla I)

e Agua libre de nucleasas (ThermoFisher #R0581).
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Las secuencias de los partidores que se han utilizado se disefiaron con el programa
PrimerQuest® Tool de la empresa Integrated DNA Technologies (IDT, USA) y sintetizados en

la misma empresa.

Las secuencias de los partidores utilizados para amplificar los genes de interés se

resumen en la Tabla I.

Tabla I: Secuencia de partidores utilizados

Nombre del gen | Orientacion Sentido

Sox? Sgntidg 5> ACGCTGCCTCTGTCGCACAT 3’
Antisentido | 5> AGAGACCCACAFTTTGTCCCCC 3’

Lin28a Sgntidg 5> GTACGCATGGGTTTTGGATT 3’
Antisentido | 5 CTTCCTTCAAGCTGCGAAAC 3’

Nestin Se_ntid(_) 5> GCCCCTTCTGTCTGGCTGTTGA 3’
Antisentido | 5> GGCTCCACATTTGAGTGGACTCCT 3’

Ascll Se_ntid(_) 5> CCTGTCAGCATGGACAACTG 3’
Antisentido | 5 TTCTGCGGGAAGCAATG 3’

DCX Se_ntid(_) 5> CAGGCACTGAGCAATGAAAA 3’
Antisentido | 5> GTCAGCCAACAGAGCATCAA 3’

NeuroD1 Sgntidg 5> GCACTATCCTGCAGCCACTA 3’

Antisentido | 5 CTGGCAATGCACAGTCAGTT 3’

NRG2 Sgntidg 5> TATAACCCGACGACTCGACC 3’
Antisentido | 5 CTGTCGCAAGTGACAATGCT 3’

NRG3 Sgntidg 5’AACGAGGTCTCCCCTCTCT 3’
Antisentido | 5’TCATTCGCTTGACCCTTTGC 3’

En la Tabla I, se muestra los genes analizados por qPCR en la médula espinal de X. laevis y las

secuencias respectivas de los partidores sentido y antisentido de cada gen.

2.3. Western blot

e Kit comercial de &cido bicinconinico para la determinacion proteica Micro BCA™

Protein Assay kit (ThermoFisher #23235).

e Buffer de carga 5x: Tris pH 6,8 1M, SDS, Glicerol y Azul de Bromofenol).
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Gel de SDS-PAGE concentrador al 12% (H.O, buffer Tris pH 6,8,
acrilamida/bisacrilamida 37,5:1 al 30%, SDS 10%, PSA 10% y Temed).

Gel resolutivo (H20, buffer Tris pH 8,8, acrilamida/bisacrilamida 37,5:1 al 30% (BioRad
#1610158), SDS 10%, PSA 10% y Temed).

Buffer de corrida: Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1%.

Camara electroforética (BioRad).

Marcador de proteinas pretefiido: PageRuler™ Prestained Protein Ladder
(ThermoFisher #26619).

Camara de transferencia (BioRad)

Membrana de PVDF con poro de 0,45 um (Merck #GE10600023)

Esponjas de transferencia.

Papel filtro Whatman.

Buffer de transferencia: Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1% y metanol 20%
Metanol 100% (Merck # 106009).

Solucién de blogueo de TBS: Tris 200 mM y NaCl 1,37 mM, Tween 20 (Sigma Aldrich
#P2287) y leche descremada al 5%

Luminol y peroxidasa SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate
(ThermoFisher # 34578) o de ser necesario el SuperSignal™. West Dura Extended
Duration Substrate (ThermoFisher # 34075)

Anticuerpos primarios y secundarios (ver Tabla I1).
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Tabla Il: Anticuerpos para western blot

Ant'lcuer_po Concentracion Marca Antlcuerpo Marca | Concentracion
Primario Secundario
Laboratorio . .
o-Lin28a 1/50 Dr. Harry | @-Rabbit jinvitrogen |y o5,
31460
Isaacs
Cell Invitrogen
04-S0X2 1/1000 Signaling | o-Rabbit 31 46% 1/2000
2748S
. Abcam Invitrogen
o-Tubulina 1/50000 Ab7291 o-Mouse 32430 1/2000

En la Tabla Il, se resumen los anticuerpos utilizados para hacer inmuno deteccién de proteinas
blanco en un homogenizado de médula espinal de renacuajos NF50 y ranas juveniles NF66.

2.4. Fijacion y deshidratacion de médulas

e Parafolmaldehido (Merck # 1040051000) al 4% en PBS: NaCl 137mM, KCI 2,7mM,
Na;HPOj4 - 7H20 10 mM, KH2PO4, 2 MMy pH 7,4.
e Sacarosa (Winkler # 38984) al 5%, 10% y 20% en PBS.

e Optimal Cutting Temperature compound (OCT) (Tissue Tek #4583).

2.5. Inmunofluorescencia en criosecciones

e Portaobjetos con carga positiva (EDllab #H2).

e Lépiz hidrofébico ImmEdge Hydrophobic Barrier PAP Pen (Vector Lab #H-4000).
e Tritdn X-100 (Merck # T8787) al 0,2% en PBS.

e Suero fetal bovino (BSA) al 10% en PBS.

e Anticuerpos primarios y secundarios (ver Tabla Ill).

e Hoechst 33342 (ThermoFisher #62249).

e Medio de montaje Vectashield® (Vectors Lab #H-1000).
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e Cubreobjetos (EDILab).

Tabla I11: Anticuerpos para inmunofluorescencia

Ant_|cuer_p0 Concentracion Marca Antlcuerp_o Marca Concentracion
Primario Secundario
Cell Alexa Fluor Life
a-Sox2 1:500 Signaling ® 555 a- | technologies 1:500
4900S Mouse
Mendez et Alexa Fluor Life _
a-NeuN 1:1000 al 2017 ® 647 technologies 1:500
' A-Rabbit

En la Tabla 11, se resumen los anticuerpos utilizados tanto primarios como secundarios, para
realizacion de la inmunofluorescencia en cortes transversales de médula espinal de renacuajos
NF50, para detectar las proteinas de interés.

2.6. Analogo de timidina

e 5-etinil-2’-desoxiuridina (EdU) (TermoFisher).
e Dimetilsulfoxido.

e Kit comercial Click-iT EdU Alexa Fluor 488 Imaging Kit (ThermoFisher # C10337).

3. Insumos generales

e Ampicilina (USBiological #A2260)

e Estreptomicina (Sigma Aldrich #S1277-50G)
e Glicina (USBiological #A2260)

e HEPES (ThermoFisher #11344041)

e NP-40 (Winkler #BM11225)

e Triton X-100 (USBiological #T8655)

e Tween-20 (Sigma Aldrich #9005645)

e Metanosulfonato de Tricaina (MS-222, Sigma Aldrich #A5040-100G)



Bicarbonato de Sodio (NaHCO3, Winkler #144558)

Cloruro de Calcio dihidratado (CaClz - 2H20, Winkler #CA-0520)
Cloruro de Potasio (KCI, Winkler #7447407)

Cloruro de Sodio (NaCl, Merck #7647145)

Deoxicolato Sadico (Sigma Aldrich #D6750-25G)

Fosfato Disodico heptahidratado (Na2HPOa - 7H20, Winkler #1048731000)
Fosfato Monopotéasico (KH2PO4, Merck #1048731000)

Sulfato de Magnesio heptahidratado (MgSOs - 7H20, Merck #100344998)
Nitrato de Calcio tetrahidratado (Ca(NOz3)2 - 4H20, Winkler #CA-0535)
Tris base (Merck #BM1225)

L-Cistenina (Sigma Aldrich #C7352-100G)

Doxiciclina (Sigma Aldrich # D9891-5G).

Sacarosa (Winkler #38984)

4. Equiposy Programas

Microscopio confocal fluoview™ FV101 (Olympus, Japon).
Microscopio estereoscopico fluorescente SMZ1500 (Nikon, USA).
Criostato CM1850 (Leica, USA).

Espectrofotémetro para microplacas Epoch (Biotek, USA).
Termociclador Eco™ Real-Time PCR System (lllumina).

Microinyector IM 300 Microinjector (Narishige, Japon).

44
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Fotodocumentador iBright FL1500 Imaging Systems (ThermoFisher).
Miscroscopio estereoscopico Wild M8 (Leica, USA)

Fuente de luz externa CLS 150 XC (Leica, USA)

El procesamiento de imagenes en plano Z en diferentes canales se realiza con el

programa gratuito ImageJ/F1JI (https://imagej.nih.gov/).

El ajuste del brillo, contraste y armado de figuras se realiza con el programa Adobe
Photoshop (Adobe Systems, San Jose, CA).
Los analisis de datos, estadisticas y gréaficos se realizan con el programa GraphPad

Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA).


https://imagej.nih.gov/
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METODOS

1. Xenopus laevis

1.1. Fertilizacion natural de Xenopus laevis silvestre

Una rana hembra WT y un macho WT son pre-inyectados con 50U de la HGC tres dias
antes del apareamiento. Posteriormente, para el apareamiento, unas horas antes la hembra es
inyectada con 500 U de hGC y el macho con 300 U de HGC se colocan en una caja con 2 litros
de Barth 0,1X, previamente enfriado a 16°C por 30 minutos. Finalmente son dejados toda la

noche a 18°C para el apareamiento.

A la mafiana siguiente, se recogen los huevos y se les elimina la capa gelatinosa usando
cisteina 2% (en Barth 0,1X). Una vez desgelatinizados, los huevos fertilizados son
seleccionados (desechando mal formaciones y muertos), se dejan en una placa Petri de 10 cm
con 50 mL de Barth 0,1X en un aforo de 100 huevos aproximadamente). Al final del dia, la

pareja se separa y se devuelve al estanque respectivo en la sala de ranas. Los embriones se
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limpian una vez al dia, cambiando el medio Barth 0,1X y descartando los embriones muertos o
mal desarrollados. Los embriones se mantienen en la incubadora a 18°C por una semana para
pasar posteriormente a la sala de renacuajos para su mantencién y crecimiento (Edwards-Faret

etal., 2018).

1.2. Fertilizacion natural de Xenopus laevis Lin28a

Para la obtencion de animales transgénicos Lin28a, machos fundadores Lin28a se

cruzan con hembras WT siguiendo el mismo protocolo descrito en el paso anterior.

La descendencia es seleccionada entre animales positivos (expresan el gen transgénico)
y animales negativos (no expresan el gen transgénico), mediante la observacion del ojo entre
los NF46 y NF50 con una lupa fluorescente para la visualizacion de la expresion de la proteina
fluorescente verde (GFP). Los animales que no contienen el inserto del transgen tienen los 0jos

de color negro (Faunes et al., 2017).

1.3. Crecimiento y manipulacion de Xenopus laevis

Los estadios del desarrollo se definen de acuerdo con la tabla de referencia de Xenopus

laevis de Nieuwkoop y Faber (Nieuwkoop & Faber, 1994).

Desde el NF44 post-fertilizacion hasta el NF56, los animales se mantienen en una
densidad de 50 animales por caja de 4 litros con agua filtrada, oxigenacion artificial, a 20-21 °C

y ciclo de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad.

Los animales son alimentados una vez al dia con 0,5 mg/animal del alimento pulverizado

para larvas. En estas condiciones, los embriones llegan al NF50 en aproximadamente 3 semanas
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post-fertilizacion y a NF56 en 6 semanas aproximadamente. En esta Ultima etapa, los animales

son mantenidos a una densidad de 40 renacuajos por caja con agua libre de cloro.

A partir del NF61, los animales son mantenidos en una densidad de 8 animales por caja
y son alimentados diariamente con pellet. La frecuencia y la cantidad de la alimentacion,
temperatura del agua y el ciclo luz/oscuridad se mantienen como se mencion6 previamente. En
estas condiciones, los animales completan la metamorfosis y llegan a NF66 en 2 a 3 meses

después de la fertilizacion.
2. Cirugia de la médula espinal: Transeccion

2.1. Animales NF50

Animales de NF50 se incuban en 50 ml de Barth 0,1X con anestésico MS-222 al 0.02%,
durante 2 minutos. Una vez anestesiados se transfirieren e inmovilizan sobre gasa estéril y
hdmeda en una placa de Petri.

Bajo la lupa estereoscopica, se realiza la transeccion de la médula espinal en la zona
media del segmento toracico, esto significa que el corte esta anatbmicamente por sobre el nivel
central del abdomen. Para la transeccion completa de la médula espinal se realiza un corte, con
tijeras de microdiseccion, en forma perpendicular al eje cefalocaudal a través de la médula
espinal (zona dorsal del animal), cortando la piel y el musculo hasta lograr un corte completo
de la médula (pérdida total de continuidad). Para el caso de los animales controles (sham), se
realiza el mismo procedimiento descrito anteriormente, sin dafar la médula, es decir, solo se

corta la piel y el masculo del animal (Edwards-Faret 2017). En ambas condiciones, no es
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necesario cerrar la herida, ya que, los animales en NF50 regeneran la piel por si mismos a los
pocos dias (Mufioz et al., 2015).

Terminada la operacion se deja un méaximo de 10 animales, por condicion, en cajas
plasticas con 500 mL de solucion Barth 0,1X suplementado con antibioticos
(penicilina/estreptomicina). Una vez que la anestesia deja de hacer efecto, son trasladados a la

sala de renacuajos con aireacion continua, alimentacion y cambio de buffer dia por medio.

3. Biologia Molecular

3.1. Extraccion de mRNA

Para aislar la médula en animales NF50 y extraer el RNA, los animales son eutanasiados
con MS-222 al 1% (metodologia aprobada por el comité de bioética de la Pontificia Universidad
Catdlica de Chile). Una vez dormidos los animales se realizan dos cortes perpendiculares a la
médula, el primero en el origen de esta 'y otro al llegar a la mitad de la extensién de la cola. Con
ayuda de las pinzas cerradas se atraviesa el tejido justo debajo de la médula en el segmento
medio de la porcidn cortada y se abren para rasgar el tejido sin afectar la integridad de la médula.
Esto originara un espacio en el que se podra ver la médula y con la ayuda de la pinza se aisla

del resto del tejido.

En el caso de los NF66, los animales son anestesiados con MS222 1% para
posteriormente realizar una dislocacion cervical con tijera haciendo un corte profundo para
desconectar el cerebro del resto del cuerpo. Posteriormente, se realiza un corte en la piel y el

musculo para exponer la columna vertebral, y una vez expuesta, con la ayuda de la pinza se saca
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todo segmento vertebral con la médula espinal adentro. Una vez obtenido el trozo y con la ayuda

de la tijera se corta las vértebras exponiendo el tejido de la médula espinal.

Los segmentos de médula tanto de NF50 como de NF66 son puestos en RNAlater y

mantenidos a 4°C por maximo 1 semana hasta realizar la extraccion.

Para la purificacion del RNA total se utiliza el kit comercial siguiendo las
especificaciones del fabricante. Para ello se pasan las médulas a un tubo eppedorf con buffer de
lisis y se realiza una homogenizacién mecanica con un vastago plastico. Después el contenido
homogenizado se pasa por una columna de filtrado y es lavado con los buffers de lavados
incluidos en el kit. Finalmente, se hace un tratamiento con DNAasa y se eluye la columna con

30 pL de agua. EI RNA extraido es mantenido a -20 hasta su uso.

El RNA extraido se cuantifica utilizando la relacién que establece que 1 OD a 260 nm
equivale a 40 pg/mL de RNA. El grado de pureza del RNA obtenido se determina utilizando la
razon A260/A280 (rango 1.8-2.0). EI RNA total extraido se cuantifica usando la placa Take3

con el espectrofotdmetro para microplacas Epoch (Pefailillo et al., 2021).

3.2. Sintesis de cDNA (RT-PCR)

El cDNA se sintetiza a partir del RNA total extraido desde muestras de médula espinal
de renacuajos NF50 o ranas juveniles NF66. En un tubo eppendorf estéril de 1,5 mL se adicionan
200 ng de RNA total (purificado en el paso anterior), 4 uL de buffer de reaccion enzima RT 5x
MMLYV, 1 uL. de dNTPs 10 mM, 2 pL de DTT 10 mM, 1 pL de BSA 1 mg/mL, 1 uL. de Random

Primers 50 pg/mL y 1 pL de transcriptasa inversa MMLV completando el volumen final de 20
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pL con agua ultrapura. Las muestran se incuban a 42°C por 2 hora y finalmente, se guarda la

alicuota a -20 °C hasta su utilizacion (Edwards-Faret et al., 2018).

3.3. gPCR

Para determinar la expresion diferencial de transcritos por gPCR, se utilizan tres réplicas
bioldgicas independientes, preparadas cada una con 15 animales NF50 o con 5 ranas juveniles
de NF66 en Power SYBR Green. La reaccion se lleva a cabo en el termociclador Illumina en
las siguientes condiciones: 10 min a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min entre
50°C a 60°C, 1 min a 72°C; y por ultimo una extensién de 10 min a 72°C (Edwards-Faret et al.,

2018).

3.4. Extraccion de proteinas

Para determinar la expresion de proteinas de nuestro interés en la médula espinal de X.
laevis, se aislan las médulas de animales NF50 y NF66 segun lo descrito en la seccion de
Extraccion de mMRNA, se realizan tres replicas bioldgicas independientes, preparadas cada una

con 15 animales NF50 o con 5 ranas juveniles de NF66.

Tras obtener la médula, se sumergen inmediatamente el buffer RIPA con los inhibidores
de fosfatasas y proteasas. Se repite este proceso hasta aislar la médula de todos los animales del
grupo. Posteriormente, el tejido es lisado manualmente con la ayuda de un homogeneizador
plastico y luego se centrifugan por 5 min a velocidad méxima a 4 °C. El sobrenadante obtenido
se traspasa a un tubo estéril de 1,5 mL y se guarda a -20 °C hasta su utilizacion (Mufioz et al.,

2015).
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Para la cuantificacion de proteina, se utiliza del kit comercial Micro BCA Protein Assay
Kit que requiere de 2,5 pL del extracto. La determinacion de la concentracion en cada muestra
se hace siguiendo las instrucciones del fabricante, midiendo la absorbancia a 562 nm e

interpolando los valores en una curva de calibracion de BSA realizada en paralelo.

3.5. Electroforesis y Western blot

Se cargan 50 pg de proteinas en geles de poliacrilamida al 12% para separar en una
electroforesis vertical en presencia de dodecilsulfato de sodio al 10% (SDS-PAGE). La corrida
se realiza inicialmente a 70 V por 30 minutos o hasta que el frente de migracién llegue al gel

resolutivo y después se corre por 2 horas a 120 V o hasta que el frente de migracion caiga.

Una vez finalizada la corrida, se arma el sndwich para realizar la transferencia. En orden
desde el polo positivo (lado transparente del casete de transferencia) una esponja, dos papeles
filtros, la membrana previamente activada con metanol al 100%, el gel de electroforesis, dos
papeles filtros y una esponja. Al cerrar el casete, hacia el lado negro del mismo (polo negativo)
debe quedar el gel mientras que al lado transparente (polo positivo) debe quedar la membrana.
Las proteinas fraccionadas se transfirieren por 2 horas a 350 mA a una membrana de PDVF

(activada previamente con metanol al 100%).

Una vez finalizada la transferencia, se lava la membrana con agua destilada, se sumerge
nuevamente en metanol al 100% Yy se seca en estufa a 60 °C por 5 minutos. Posteriormente, la
membrana es activada con una solucion de metanol al 30% y se incuba con el anticuerpo
primario, el cual estd diluido en una solucion de TBS-Tween 20 al 0,1% (TBST) con leche

descremada al 5%, en agitacion constante a 4°C durante toda la noche.
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Finalizada la incubacion del anticuerpo primario, se procede a realizar 3 lavados de 10
minutos con TBST y se incuba la membrana con el anticuerpo secundario anti-lgG-HRP diluido
en solucion de TBST con leche descremada al 5% (1/2.000) por 2 horas a temperatura ambiente.
Una vez finalizada la incubacion, la membrana se lava 3 veces por 10 min con solucién TBST

y una vez con TBS por 10 min (Mufioz et al 2015)

La membrana se revela mediante quimioluminiscencia utilizando los kits comerciales
ECL Western Super Signal West pico o el kit Super signal West Dura en conjunto con el

fotodocumentador iBright Imaging Systems.

4. Biologia Celular

4.1. Inmunofluorescencia

4.1.1. Fijacion de animales, inclusion y criosecciones de la médula espinal

Animales NF50 son fijados en PFA al 4% en PBS 1X durante toda la noche a 4°C y con
agitacion constante. Posteriormente, el tejido es delimitado para acotar la zona a seccionar, se
deshidrata, incluyendo el tejido en soluciones crecientes de sacarosa al 5%, 10% y 20 % por una
hora cada una, seguido de la incubacion de las muestras por una hora, en una solucién de OCT:
Sacarosa al 20% (1:1). Luego, las médulas son traspasadas a OCT puro por una hora. Terminado
este periodo, se cambia el OCT y se procede a congelar el tejido con nitrogeno liquido y los
bloques son guardados a -80°C hasta realizar las criosecciones. Se realizan cortes transversales
(secciones) de 10 um cada uno y se ubican en portaobjetos cargados, los cuales son almacenados

a -80°C hasta su uso (Mufioz et al., 2015).
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4.1.2. Inmunofluorescencia en criosecciones

Las secciones de la médula espinal de NF50, son hidratadas por 10 minutos en PBS 1X,
permeabilizadas por 10 minutos en PBS 1X con Triton X100 0,2% (PBST 0,2%) v,
posteriormente, bloqueados por una hora con PBST 0,2% suplementado con suero de cabra al

10% inactivado.

Luego, los cortes son incubados con anticuerpo primario diluido en PBST al 0,2%
durante toda la noche a 4°C en una cdmara humeda para evitar que se sequen. El detalle de los

anticuerpos primarios utilizados se resume en la Tabla I11.

Finalizada la incubacion del anticuerpo primario, se procede a lavar los cortes 3 veces
con PBST 0.2% por 10 minutos cada vez y se incuba con el anticuerpo secundario diluido en
PBST al 0,2% a temperatura ambiente en solucion de blogueo y en camara himeda para evitar
que los cortes se sequen. Se lavan nuevamente 3 veces en PBST 0.2% por 10 minutos cada vez
y se incuban en una contratincion nuclear de Hoechst (1:20000) por 10 minutos para tefiir los

acidos nucleicos.

Finalmente, se secan los bordes de los portaobjetos y se agrega medio de montaje
Vectashield® sobre los cortes para cubrir con un cubreobjetos y sellar los bordes, se mantienen

en oscuridad hasta su analisis.
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5. Estudio de la Proliferacion

5.1. Inyeccion intracelémica de EAU

Animales NF50 silvestres y transgénicos para Lin28a se inyectan intracelomicamente
con 1 pl de EAU de 10 mg/ml. La soluciéon de EAU es preparada en DMSO y agregando agua
destilada hasta lograr una concentracion final de 50uM de EdU (Edwards-Faret et al., 2018).
Posterior al pulso de EdU, los animales se mantienen en la sala de renacuajos en cajas de plastico

de 4 L con solucion Barth 0,1X a 20-21° C, oxigeno y alimentacion normal.

5.2. Caza del pulso de EdU

Para realizar la caza de EdU, los animales son eutanasiados con anestesia profunda de
MS-222 al 1%, luego son fijados en PFA 4% toda la noche, para luego obtener criosecciones
transversales de 10 pum. Los detalles de inclusion y cortes estan descritos en la seccion de

métodos.

5.3. Reaccién de Click-iT

Los portaobjetos con las secciones de la médula espinal obtenidas desde animales NF50
tratados con EdU, son revelados mediante el kit comercial Click-iT EdU Alexa Fluor 488
Imaging para la deteccion del EdU. Para esto, se prepara un coctel de reaccion de acuerdo con
las instrucciones del fabricante (Click-iT® EdU Imaging Kits, Molecular Probes, Invitrogen).
Las secciones son lavadas e hidratadas con BSA al 3% en PBS por 10 minutos, para
posteriormente permeabilizarlas con BSA al 3% en PBST al 0,5% por 10 minutos. Luego, se

realiza un lavado con BSA al 3% en PBS por 10 minutos y se incuban por 30 minutos a
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temperatura ambiente con el coctel de reaccion previamente preparado. Para finalizar, se realiza
un nuevo lavado con BSA al 3% en PBS 1X. En este punto, los nlcleos pueden ser tefiidos por
medio de incubacién con Hoechst y posterior montaje con Vectashield® o se puede proseguir
con el protocolo inmunofluorescencia para realizar la co-deteccion de proteinas de interés, segun
protocolos descritos previamente en le seccién de métodos. Los cortes son guardados a 4° C,

hasta su analisis por microscopia confocal.

6. Microscopia y procesamiento de iméagenes

Todos los cortes son analizados utilizando microscopia confocal. Las imagenes
obtenidas se procesan utilizando el programa ImageJ/Fiji para la asignacién de color segun canal
y la superposicion de los stacks de la proyeccion en Z de los cortes obtenidos. Una vez terminado

el proceso anterior, se arman las figuras utilizando el programa Adobe Photoshop CS6®.

La cuantificacion de las células en proliferacion se realiza de forma manual utilizando
la herramienta para contar de ImageJ/Fiji en cada uno los diferentes canales del mismo corte.
Se cuantifica el namero de células desde el extremo mas rostral obtenido y hasta el sitio mas
caudal. Para equiparar las mediciones en cada médula se utiliza el promedio de las razones
obtenidas entre total de nucleos y el numero de células positivas para EAU en cada imagen de

la médula espinal.
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7. Estadistica

Todos los analisis estadisticos se realizan con el programa GraphPad Prism 7. Para los
analisis de proliferacion de las células y neurogénesis en animales silvestre se utiliza t-test,
mientras que en animales transgénicos se utiliza la prueba ANOVA de una via. En el caso del

analisis de la expresion de genes mediante RT-qPCR se utilizd la prueba t-test.
8. Bioéticay Bioseguridad
Todos los procedimientos con animales de esta tesis fueron aprobados y certificado por

el Comité de Bioética y Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia

Universidad Catdlica de Chile con resolucion ID de protocolo nimero 180313002.
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RESULTADOS

1. Respuesta de las células Sox2+ al dafio a la médula espinal en estadios regenerativos.

1.1. Proliferacion de las células Sox2+ de la médula espinal de Xenopus laevis en
respuesta al dafio.
Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que las células progenitoras
neurales Sox2+ residentes de la zona ependimaria de la médula espinal, son capaces de
responder frente a un dafio en la misma. Producto del dafio, las células Sox2+ ingresan al ciclo

celular para comenzar a proliferar (Mufioz et al., 2015).

En los primeros estudios realizados por nuestro grupo, se utilizé el andlogo de timidina
5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) para realizar un seguimiento de las células Sox2+ que
ingresaban al ciclo celular. Este compuesto era diluido en el agua para que los animales lo

incorporaran a su organismo al momento de alimentarse o respirar (Mufioz et al., 2015).
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Nuestro disefio experimental consistié en validar la metodologia de ensayos de pulso y
caza, pero esta vez, usando 5-etinilethynyl-20-deoxiuridina (EdU), administrado de forma méas
controlada a través de inyecciones intracelomicas y reduciendo la cantidad utilizada al no
incorporar este andlogo en el medio de mantencion. Para esto, animales en estadio NF50 fueron

inyectados con EdU (10 mg/mL) a una equivalencia de 1pL por cada 100 g de masa del animal.

Para detallar el efecto del dafio en la médula espinal de X. laevis, en el dia inicial del
tratamiento se realiz6 una transeccién de la médula y 32 horas después un pulso de EdU (Fig.
4A). Observamos que a los 2 dias posterior a la transeccion (2dpt), se incrementd la marca de
EdU al compararlo con su control de 2 dias sham (2dps) llegando a cerca de 60 células en
promedio por seccion, siendo la marca localizada preferentemente en la zona ependimaria. Del
mismo modo ocurrid en los siguientes dias al evaluar la transeccidn con los controles sham. El
aumento visto a los 2dpt se mantuvo elevado hasta los 10dpt que es cuando se finalizd el
experimento (Fig. 4B, F, J, N, Q, U), que aun era posible encontrar hasta 50 células EdU+ en
promedio. Al realizar el analisis estadistico del nimero promedio de células EdU(+) por seccidn,
evidenciamos que en todos los casos existi6 un aumento significativo de la sefial de EdU al
comparar la condicién dpt versus la condicion dps y siempre con la marca de EdU+ ubicada

principalmente en la zona cercana al canal central (Fig. 5).

Cuando se analizaron los progenitores neurales Sox2+ (Fig. 4C, G, K, N, R, V), se
observo una deformacion del canal central producto de la transeccion especialmente a los 2dpt
(Fig. 4G) la cual se fue normalizando a medida que transcurrié el tiempo (Fig. 4N y V). La co-

localizacion de la expresion de Sox2 en las células que se encontraban en proliferacion mostré
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Figura 4. Aumento de la proliferacion de progenitores en respuesta al dafio. A,
protocolo utilizado para la realizacion del experimento en renacuajos NF50, la linea roja
indica la zona de transeccion en la médula espinal y la linea negra la zona que se presenta
en las figuras (B-X). Imagen representativa del efecto del dafio en la médula espinal de
X. laevis NF50 a los 2, 4 y 10 dpt (B-X). Se observa un aumento de la marca Edu+
(verde) a los 2, 4 y 10 dpt al compararlo con sus respectivos controles dps (B, F, J, N,
Q, U). Inmunofluorescencia contra Sox2 (rojo), marcador de progenitor neural en la
médula (C, G, K, N, R, V). A los 2dpt, se presenta una deformacion de la médula espinal
producto de la transeccidn y regeneracion de esta (posible tubo neural secundario, G y
N). Superposicion de la marca Edu+ con la marca Sox2+ (D, H, L, O, S, W). Los
cuadrados punteados, sefialan la imagen aumentada opticamente (D*, H*, L*, O*, S*,
W*). Las flechas blancas sefialan las células Sox2+/EdU+. Se observa que las células
que proliferan en respuesta al dafio en la médula espinal son progenitores neurales Sox2
(amarillas). Marca nuclear Hoechst (E, I, M, P, T, X). Barra de escala 50 pm.
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Figura 5: Aumento de la proliferacion celular en la médula espinal en respuesta al dafio.
Cuantificacion del namero de células EJU+ promedio de criosecciones histologicas de 10 um
de médula espinal de X. laevis NF50 tipo silvestre de la inmunofluorescencia de la figura 1, a
los 2, 4y 10 dpt o su control sham e inyectado con EdU 32 horas después de la operacion. El
dafio en la médula espinal produce un aumento en el nimero de células que se encuentran
proliferando a los 2, 4 y 10 dias posteriores al dafio, al comparar con sus respectivos controles
del mismo dia. Se realizd un t-students para el analisis estadistico. ***P < 0,0006 y
****P<0.0001. Este experimento corresponde a n=3 de réplicas biologicas.
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que la mayoria de las células que ingresaron al ciclo celular, por lo tanto, EAU (+), fueron
también positivas para el marcador de progenitores neurales Sox2 (Fig. 4D, H, L, O, Sy W). En
D*, H*, L*, O*, S*, W*, se presenta un aumento digital de la zona dorsal izquierda de la médula
demarcadaen D, H, L, O, Sy W, en donde las cabezas de flecha blancas sefialan aquellas células
que son doblemente positivas para EdU/Sox2 (Fig. 4D*, H*, L*, O*, S*, W*)

Al determinar el porcentaje de células que eran doblemente positivas para Sox2 y EdU
sobre el total de células Sox2, se observo que, producto del dafio, aumentd el porcentaje de este
tipo de células que ingresaron al ciclo celular (Sox2+/EdU+) en la médula espinal, al comparar
la condicién de transeccion con la sham a los 2 dias representando casi un 50% de las células
Sox2 totales encontradas en la médula (Fig. 6). Este efecto fue muy similar a los 4dpt donde aln
sobre el 45% de las células Sox2+ eran también EdU+ a pesar de que fue disminuyendo a medida
que avanzaron los dias, sin embargo, esta diferencia entre las condiciones sigui6é siendo
significativa hasta los 10dpt, aunque en este Gltimo dia cercano al 20% de las células Sox2+

eran también EdU+ (Fig. 6).

A pesar de que vemos este aumento en los animales NF50 a los 4dps, es importante
recalcar que en presencia de dafio la proliferacion de los progenitores en la médula espinal

aumenta mucho mas, siendo significativo hasta los 10 dpt (Fig. 6).
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Figura 6: Aumento de la proliferacion de progenitores neurales en respuesta al dafio.
Cuantificacion del numero de células EdU+/Sox+ del total de células Sox2+ de la
inmunofluorescencia mostrada en la figura 1, a los 2, 4 y 10 dias posteriores a la transeccion e
inyectado con EdU 32 horas después de la operacion. Se encontré un aumento significativo de
células con la doble marcacion a los 2, 4 y 10 dpt, al compararlo con su control dps. A los 10
dias se observa una disminucion de células EdU+/Sox2+ con respecto a los dias anteriores. Se
realiz un t-students para el andlisis estadistico. *P<0,04, **P<0.012, ***P<0.0002 y ****P<0.
0001. Este experimento corresponde a n=3 de réplicas bioldgicas.
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1.2. Neurogénesis en la médula espinal de Xenopus laevis en respuesta al dafio.

Por estudios previos realizados en nuestro laboratorio, consideramos que uno de los
mecanismos por los cuales X. laevis es capaz de regenerar la médula espinal después de un dafio,
es la neurogénesis. Sin embargo, este mecanismo se sugirio a traves de microscopia de 2 fotones
y morfologia sin utilizar un marcador de neuronal para afirmar que realmente lo que se
observaba era una neurona (Mufioz et al., 2015). En ese momento no se contaba con un marcador
de neuronas diferenciada para demostrar la neurogénesis porque los anticuerpos probados de
otras especies no funcionaban en nuestro modelo. Debido a esto, desde el laboratorio se disefio
y solicito a una empresa generar un anticuerpo contra NeuN especifico para Xenopus (Méndez-

Olivos et al., 2017).

Basado en experimentos previos, nos propusimos confirmar que existia neurogénesis a
través de la técnica de pulso y caza de EdU, y evidenciar la existencia de neuronas maduras
EdU+ al cabo de un tiempo después del dafio. Para esto, animales NF50 fueron transectados en
el dia inicial de ensayo, y se realizé un pulso intracelomico de EdU 32 horas después (Fig. 7A).

La caza se realizé a los 2, 4 y 10dpt (Fig. 7B —X).

A los 2dpt, acompafiado de un aumento de la incorporacion de EdU (Fig. 7F) comparado
con su control sham (Fig. 7B), se observé un aumento en el porcentaje de células doblemente
positivas para NeuN+/EdU+ que llegan a superar el 5% de las celulas NeuN+ totales
encontradas en la médula (Fig. 7H,H* y Fig. 8) con respecto con su control 2dps que ronda el

1% de células doblemente positivas (Fig 7D,D* y Fig. 8). A pesar de que la mayoria de las



66

células en proliferacion se encontraron concentradas preferentemente cerca de la zona

ependimaria de la médula espinal en donde no esta localizado NeuN (Fig. 7H yH*).

Similar efecto se observd a los 4dpt, donde se mantiene el aumento del porcentaje de
células EAU+/NeuN+ el cual era cercano a un 5% del total de células NeuN+ (Fig. 70, 70* y
Fig. 8), al comparar con su control sin dafios del mismo dia que era minimo el porcentaje de
células doblemente positiva para EQU+/NeuN+ (Fig. 7L, L* y Fig. 8A). Al igual que a los 2dpt,

la marca de EdU se encontraria también ubicado en la zona adyacente al canal central.

En forma importante, encontramos que a los 10 dpt existi6 un gran aumento de la
cantidad de células con la doble marca de EdU+/NeuN+ (Fig. 7W, W* y Fig. 8), sobrepasando
el 15% del total de células NeuN detectadas (Fig. 8), en comparacion a su control sham que al

igual que en los casos anteriores era cercano al 1% (Fig. 7S, S* y Fig. 8).

En este ultimo dia de experimentacion, la marca de EdU estaba més alejada de la zona
ependimaria (Fig. 7W y W*) al compararlo con los 2dpt (Fig. 7H* y H*), posiblemente como
un estado transitorio de maduracion neuronal. Se observo el mismo efecto del dafio en la médula

espinal, en las 3 réplicas bioldgicas independientes que se realizaron.
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Figura 7: Neurogenesis en la médula espinal en respuesta al dafio. Protocolo utilizado para
la realizacion del experimento en el renacuajo de NF50, la linea roja indica la zona de
transeccion en la médula espinal y la linea negra la zona que se muestra en la figura B-X (A).
Imagen representativa del efecto del dafio en la médula espinal de X. laevis NF50 alos 2, 4y 10
dpt (B-X). Se observa que existe un aumento de la marca Edu+, alos 2, 4 y 10 dpt al compararlo
con su control dps (B, F, J, N, Q, U). Inmunofluorescencia contra NeuN, marcador de neuronas
maduras (C, G, K, N, R, V). Superposicion de la marca Edu+ con la marca NeuN+, se puede
observar que entre los 4 y 10 dpt, existe una mayor presencia de ambas sefiales en amarillo (D,
H, L, O, S, W). Marca nuclear Hoechst. Barra de escala 50 pm.
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Figura 8: Aumento de la neurogénesis en la médula espinal en respuesta al dafio.
Cuantificacion del numero de células EdU+/Sox+ por seccion de la inmunofluorescencia
mostrada en la figura 4, a los 2, 4 y 10 dias posteriores a la transeccion e inyectado con EdU 32
horas después de la operacion, en criosecciones histoldgicas de 10 um. Se observa un aumento
significativo del porcentaje de células Edu+/NeuN+ a los 2, 4 y 10 dpt al compararlo con sus
respectivos controles dps. Ademas, existe un mayor aumento a los 10 dpt al compararlo con los
2y 4 dpt. Se realiz6 un t-students para el anélisis estadistico. *P<0,03, **P<0.01, ***P<0.0005
y ****p<(.0001. Este experimento corresponde a n=3 de réplicas bioldgicas.
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2. Caracterizacion de los niveles de Lin28a en animales transgénicos.

Una vez que determinamos gue en los animales del tipo silvestres (WT) se activaba la
neurogénesis en respuesta al dafio, nos propusimos estudiar el efecto de lin28a en la
neurogénesis debido a que se habia observado que Lin28a mejoraba la regeneracion de

extremidades en X. laevis (Faunes et al., 2017).

Con este proposito, decidimos utilizar animales transgénicos para Lin28 que
previamente se utilizaron en nuestro laboratorio (Faunes et al., 2017). En ellos caracterizamos
la sobre expresion de Lin28a inducida con solo un golpe de calor (HS), ya que, la expresién de
Lin28a, en estos animales, esta regulada por el promotor de la “heat shock protein” (Fig. 9A).
Para esto, un macho adulto Lin28a fértil se cruz6 con una hembra WT (Fig. 9B). Una vez que
su progenie alcanz6 el estadio NF50, los animales se seleccionaron segln expresaban o no la
proteina fluorescente verde en sus ojos (Fig. 9C) lo cual era indicativo de que el animal era

portador del transgen.

Lo primero que realizamos fue someter a los animales a un solo HS por 30 min en un
recipiente con solucion Barth 0,1X (Fig. 10A). A los 2, 6 y 10 dias posterior al HS (dpHS), se

aislaron las médulas y se procesaron para extraer RNA y/o realizar RT-qPCR.

Para este experimento se realizaron dos grupos controles de animales. El primer grupo
eran animales negativos para Lin28a con HS (Lin28a(-) ¢/HS), mientras que el segundo grupo

eran animales positivos para Lin28a sin HS (Lin28a(+) s/HS).
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Figura 9: Animales transgénicos para Lin28a: Esquema del vector utilizado para realizar la
transgénesis y obtener FO Lin28a (A). Machos transgénicos FO sexualmente maduros se
cruzaron con hembras silvestres (B). La descendencia F1, fue separada en 2 grupos de animales;
aquellos que son positivos para el transgen tienen ojos verdes por la expresion de la proteina
fluorescente verde en el caso de los Lin28a, de aquellos negativos que tienen o0jos negros (C).
La expresion de Lin28a se encuentra comandada por el promotor de la proteina Hsp70b que nos
permite inducir la sobre expresion de la proteina blanco a través de golpes de calor (HS). La
linea transgénica utilizada Lin28a (F0), fue desarrollada en el laboratorio por el Dr. Fernando
Faunes (Faunes et al., 2017).
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Los resultados mostraron que los animales Lin28a(+) que recibieron un HS aumentaron
mas de 10 veces los niveles del MRNA de Lin28a en la médula espinal a los 2dpHS, aumento
que disminuyo a los 6dpHS comparado con sus respectivos controles (Fig. 10B). A los 10 dias
del experimento, los niveles de Lin28a en los transgénicos Lin28a(+) HS se normalizaron y
llegaron a los mismos niveles de los animales Lin28a(+) s/HS. Aun asi, ambos grupos de
animales tuvieron niveles superiores del mMRNA de Lin28a a los detectados en los animales
controles Lin28a(-) HS (Fig. 10B). Es importante destacar que los animales controles Lin28a(+)
s/HS, presentaron basalmente una elevada expresion en los niveles del mRNA de Lin28a al
compararlo con los animales controles Lin28a(-)c/HS (Fig. 10B) en todos los dias de

experimentacion (2, 6 y 10dpHS) correspondiente al efecto “leaky” que tienen este transgénico.

Siguiendo con la deteccion proteica de Lin28a, animales NF50 fueron sometidos a un
solo HS por 30 min en un recipiente con solucion Barth 0,1X. A los 2, 6 y 10 dpHS, se aislaron
las médulas y se procesaron para obtener y medir los niveles proteicos de la proteina de unién a
RNA (Fig. 11A). Observamos que, en los animales Lin28a(+) HS, presentaron un aumento de
los niveles proteicos de Lin28a a los 2, 4 y 10 dpHS al compararlos con sus respectivos
controles, siendo a los 2 dias donde en mayor proporcion se encontraba la proteina. Posterior a

los 2 dias, los niveles de la proteina fueron disminuyendo.
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Figura 10: Caracterizacion de animales transgénicos F1 para Lin28a: Animales NF50
Lin28a fueron sometidos a un HS a 35°C por 30 minutos, para inducir la sobre expresién de
Lin28a. Protocolo utilizado para inducir la sobre expresion de Lin28ay los dias en los cuales se
extrajo la médula espinal, la linea roja marca la zona aislada de la médula utilizada para realizar
la medicion por RT-qgPCR de Lin28a (A). RT-gPCR que muestra la sobre expresion del
mensajero de Lin28a en la médula espinal de X. laevis NF50 (B). Se observa que existe un
aumento basal de Lin28a en los transgénicos sin HS. Al someter los animales a un HS,
visualizamos un aumento considerable de la expresion del mensajero el cual se mantiene alto
hasta los 6 dpHS al comparar con su control, llegando a valores normales a los 10 dias. Sin
embargo, no existen diferencias significativas entre los dias del tratamiento. El gen de referencia
utilizado en cada caso corresponde al EEFlal. Se realizd un t-students para el andlisis
estadistico con un n=3 de réplicas bioldgicas. No existen diferencias significativas.
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Sin embargo, aln eran detectables a los 10 dpHS, mientras que en los controles no es
posible detectar la proteina enddgena (Fig. 11B). En esta ocasion y a diferencia de lo visto con
el mensajero de Lin28a, tanto en los animales control Lin28a(+) s/HS como en los Lin28a(-)
C/HS, no se detectaron niveles basales de la proteina. Esto sucedié en todos los dias de

experimentacion en el cual se aislaron las médulas espinales (Fig. 11Ay 11B).

3. Sobre expresion de Lin28a

3.1. Efecto de la sobre expresion de Lin28a en la proliferacién de progenitores
neurales Sox2+.
Existe evidencia cientifica en C. elegans y en modelos murinos que la disminucion o
sobre expresion de Lin28a afecta la proliferacion de las células madre neurales (NSC) y
progenitores neurales (NPC) en el SNC (Herrlinger et al., 2019; E G Moss et al., 1997; Robinton
et al., 2019), por esta razon quisimos determinar la funcion de Lin28a en la neurogénesis de la

médula espinal en X. laevis.

Para esto, en condiciones de ausencia de dafio y sobre expresion de Lin28a, animales
Lin28a(+) y Lin28a(-) fueron sometidos a un HS por 30 min, para inducir la sobre expresion de
Lin28a. Venticuatro horas después, fueron inyectados con EdU intraceloma (Fig. 12A). Seis
dias posterior al HS se aislo la médula y se analizé el efecto en la proliferacion celular en la

médula espinal (Fig.12B-M).
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Figura 11: Lin28a se mantiene estable hasta los 10 dias posteriores a la sobre expresion en
animales transgénicos: Animales NF50 Lin28a fueron sometidos a HS a 35°C por 30 minutos,
para inducir la sobre expresion de Lin28a. Protocolo utilizado para inducir la sobre expresion
de Lin28ay los dias en los cuales se extrajo la médula espinal, la linea roja marca la zona aislada
de la médula utilizada para analizar los niveles proteicos de Lin28a (A). Western blot contra
Lin28a utilizando como proteina de referencia a alfa tubulina (B). Se observa que existe un
aumento de la proteina Lin28a a los 2, 6 y 10 dpHS, manteniéndose estable durante todo el
periodo analizado con un n=2 de réplicas bioldgicas.
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Figura 12: Sobre expresion de Lin28a produce aumento de la proliferacion celular en la
médula espinal de animales transgénicos Lin28a. Protocolo utilizado para inducir la sobre
expresion de Lin28a en animales transgénicos lin28a NF50, la linea negra marca la zona que se
visualiza en B-M (A). Efecto de la sobre expresion de Lin28a en la proliferacion celular de la
médula espinal a los 6 dpHS (B-D). Se observa un aumento basal de células Edu+ en animales
control Lin28a(+) s/HS al compararlos con el control consanguineo Lin28a(-) HS, mientras, que
a los animales Lin28a(+) HS, tiene un marcado aumento, producto de la sobre expresion de
Lin28a. Inmunofluorescencia contra Sox2, marcador de progenitor neural en la médula (E-G).
Superposicion de la marca Edu+ con la marca Sox2+ (H-J) y zoom 0ptico de la zona marcada

(H*-J*). Marca nuclear Hoechst (K-M). Barra de escala 50 pum. Este experimento corresponde
a n=3 de réplicas biologicas.



77

En animales Lin28a(-) HS, se observé una proliferacion basal en la zona ependimaria
concentrada en la parte dorsal de la médula espinal (Fig. 12B, E, H, H*) en un promedio
aproximado de 22 células (Fig. 13). En los animales Lin28a(+) s/HS se observd un aumento
significativo de casi el doble de células que estaban proliferando en la médula espinal al
compararlo con el control (Fig. 12C, F, I, I* y Fig. 13). A pesar de que en los animales Lin28a(+)
s/HS existe un aumento de la proliferacion, al igual que el caso anterior, la proliferacion se
encontraria centrada preferentemente en la zona dorsal de la médula de X.laevis (Fig. 121 y I*).
De igual forma, en ambos casos la proliferacion estd en su mayoria acotada a la zona

ependimaria (Fig. 12H, H*, I y I*).

En forma importante, observamos que la tasa de proliferacion se elevo en los animales
positivos para Lin28a sometidos a HS para sobre expresar el transgén Lin28a (Fig. 13). Estos
animales Lin28a(+) HS presentaron un aumento significativo de los niveles de proliferacién
celular al compararlo con sus controles (Fig 12D, G, J, J* y Fig. 13) concentrada en la zona
dorsal al igual que en los controles, pero a diferencia de ellos, se observé un mayor nimero de
células proliferando en la zona medio lateral de la médula espinal (Fig. 12J, J* y Fig. 13). Estas
células en proliferacion, Ilamativamente, se encontraron en la zona ependimaria, pero algo
alejadas del canal central, a diferencia de sus controles (Fig. 12J-J*). Por altimo, observamos
que habian muy pocas células en proliferacion en la parte méas ventral de la médula espinal de

los animales Lin28a(-) y (+) NF50 (Fig. 12B-D y 13H-J).
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Figura 13: Aumento de la proliferacién celular en respuesta a la sobre expresion de Lin28a
en la médula espinal de animales Lin28a. Cuantificacion del nimero de células EdU+ por
seccion en la inmunofluorescencia de la figura 12. Esta cuantificacion se realizd en
criosecciones histoldgicas de 10 um de médula espinal de X. laevis Lin28a NF50, a los 6 dpHS
e inyectado con EdU 24 horas después del HS. Al inducir la sobre expresion de Lin28a en
animales Lin28a(+) HS, observamos que el nimero de células que proliferan aumenta
significativamente con respecto a sus controles. En los animales Lin28a(+) s/HS, se presenta
una proliferacion basal significativa al compararla con el control Lin28a(-) HS. El analisis
estadistico realizado corresponde a Anova de una via. *P<0,018 y ****P<0.0001 con n=3 de
réplicas biologicas.
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Analizamos si las células Sox2+ eran las células en proliferacion en la médula espinal,
ya que, se vio ser esenciales para la regeneracion de la médula espinal en X. laevis (Mufioz et
al., 2015). En animales NF50 Lin28a(-) HS, las células Sox2+ presentaron una proliferacion
basal en la médula espinal de un 10% (Fig. 12H-H* y Fig. 14), mientras que los animales
Lin28a(+) s/HS presentaron un leve aumento no significativo de alrededor de un 15% del total
de células Sox2+ (Fig. 12I-1* y Fig. 14). Sin embargo, y en forma importante, en los animales
Lin28a(+) HS el porcentaje promedio de células Sox2+ que se encontraban en proliferacion a
los 6dpHS o 5 dias posteriores a la inyeccion de EdU intracelémico fueron el doble (Fig. 12J-
J* y Fig. 14) en comparacion a los animales Lin28a(-) s/HS (Fig. 12H-H* y Fig. 14). Este
aumento fue significativo sélo al compararlo con el control de animales Lin28a(-) HS, mientras
que no se encontro diferencias significativas con los animales Lin28a(+) s/HS (Fig. 14). Esto
demuestra que la sobre expresion de Lin28a genera un aumento de los niveles de proliferacion

de las células Sox2+.

Posterior a determinar el aumento del porcentaje de las células Sox2+ que estaban
proliferando en la médula espinal, quisimos investigar si habia cambios en el tipo celular que
estaba proliferando en la médula espinal producto de la sobre expresion de Lin28a. Por esta
razén, se cuantificd el porcentaje de células que eran doblemente positivas para Sox2/EdU del
total de células EdU+ encontradas en la médula espinal. Los resultados mostraron que no existia
aumento del porcentaje de células Sox2+ que estaban proliferando en la condicién de sobre

expresion de Lin28a, al compararlos con sus respectivos controles (Fig. 15).
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Figura 14: Aumento de la proliferacién de progenitores neurales en respuesta a la sobre
expresion de Lin28a en la médula espinal de animales transgénicos. Cuantificacion nimero
de células EdU+/Sox2+ por seccion de la Inmunofluorescencia de la figura 12. Esta
cuantificacion se realizo en criosecciones histoldgicas de 10 um de médula espinal, a los 6 dpHS
e inyectado con EdU 24 horas después del HS. Existe un aumento significativo del niamero de
celulas EdU+/Sox2+, en los animales Lin28a(+) HS, al compararlo con el control Lin28a(-) HS.
El anélisis estadistico realizado, corresponde a Anova de una via. **P < 0,0028 con n=3 de
réplicas biologicas
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Figura 15: Proliferacion de progenitores neurales Sox2 del total de células en proliferacion
en respuesta a la sobre expresion de Lin28a en la médula espinal de animales transgénicos.
Cuantificacion nimero de células EdU+/Sox2+ del universo de células EdU+ por seccién de la
Inmunofluorescencia de la figura 12. Esta cuantificacion se realizd en criosecciones histologicas
de 10 pum de médula espinal, a los 6 dpHS e inyectado con EdU 24 horas después del HS. No
existen diferencias significativas de la proporcion de células que estan proliferando y son Sox2+.
El andlisis estadistico realizado, corresponde a Anova de una via con n=3 de replicas biologicas
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3.2 Efecto de la sobre expresion de Lin28a sobre marcadores de progenitores
neurales.

Los experimentos realizados nos permitieron indicar que, a nivel celular, existia un
aumento de la tasa de proliferacion en la médula espinal producto del aumento de Lin28a en los
animales transgénicos. Sin embargo, requeriamos determinar el efecto a nivel molecular y
detectar si se presentaban cambios en los niveles de mensajeros de diferentes genes claves para

la proliferacion celular.

Realizamos un HS al dia cero y aislamos médula a los 2, 6 y 10dpHS (Fig. 16A), luego
se procedid a cuantificar los cambios en los niveles del mensajero de Sox2 y Nestin, ambos
genes marcadores de progenitores celulares. Para Sox2, se observo una tendencia al aumento
de los niveles del mensajero en los animales Lin28a(+) HS a los 6 y 10dpHS comparado con
sus controles. Sin embargo, en ninguno de los casos observamos se observo una diferencia
significativa (Fig. 16B). Contrario fue lo observado para Nestin en el cuél detectamos un
aumento significativo de los niveles del mensajero de este gen, en los animales Lin28a(+) HS a
los 10dpHS comparandolos con el control Lin28a(-) HS. Esto indicaria, que la sobre expresion

de Lin28a provoc6 un aumento tardio en los niveles de RNAm de Nestin.
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Figura 16: Aumento de Nestin en respuesta a la sobre expresion de Lin28a. Animales
Lin28a fueron sometidos a HS a 35°C por 30 minutos, para inducir la sobre expresion de Lin28a.
A, protocolo utilizado para inducir la sobre expresion de Lin28a y los dias en los cuales se aislo
la médula (linea roja marca la zona aislada) para realizar RT-gPCR de marcadores de
progenitores como Sox2 y Nestin. B, RT-gPCR de los niveles expresion de Sox2 en la médula
espinal, se observa un leve aumento a los 6 y 10 dpHS en los animales Lin28a(+) HS, sin
embargo, no es significativo al compararlo con sus controles. C, RT-gPCR de la expresion de
Nestin, se observa un aumento de los niveles de este marcador a los 10 dpHS en los animales
Lin28a(+) HS, al compararlo con el control Lin28a(-) HS. El gen de referencia utilizado en cada
caso corresponde al EEFlal. Se realizo un t-student con un p < 0,0247 con n=3 de réplicas
bioldgicas.
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3.3. Efecto de la sobre expresion de Lin28a en la neurogénesis

Una vez determinando que la sobre expresion de Lin28a afecta la proliferacion celular y
la expresion de genes relacionados con un fenotipo de células pluripotentes. Nos preguntamos
si Lin28a afectaria, de alguna manera, el proceso de neurogénesis. Para esto, animales
transgénicos Lin28a fueron sometidos a un HS al dia cero e inyectados con EdU al dia siguiente,

a los 6dpHS se aislo la médula para procesarlas segun se requeria (Fig. 17A).

Como ya hemos evidenciado, existe una proliferacion basal en los animales WT (Fig.
3N). En este experimento dentro de los animales controles utilizados, se encuentran los
Lin28a(-) HS, que al igual que los WT, exhiben una tasa de proliferacion similar por
incorporacion de EdU (Fig. 17B y Fig. 18). Sin embargo, al cuantificar cuantas de estas nuevas
células llegaron a ser neuronas (Fig. 17E, H, H*) menos de un 2% de las células que estaban

proliferando al momento de la inyeccién de EdU, llegaron a ser neurona a los 6dpHS (Fig. 18).

Cuando comparamos a los animales Lin28a(-) HS con los animales Lin28a(+) s/HS,
encontramos un incremento de la marca de EdU en la médula espinal de estos animales en
ausencia total de una sobre expresion inducida de Lin28a (Fig. 17C). Este aumento de la sefial
de EdU, es acompariada por un aumento de células doblemente marcadas EdU+/NeuN+ (Fig.
17F, 1 y I*) detectadas en la médula espinal, al compararlo con los animales Lin28a(-) ¢/HS
(Fig. 18). Al cuantificar, ese aumento, observamos que el porcentaje llega a ser un poco mas del
doble (sobre un 2%) que el observado en el otro control Lin28a(-) (Fig. 18). Sin embargo, no

fue significativo ese aumento que se veia. En forma importante, cuando comparamos los
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Figura 17: Efecto de la sobre expresion de Lin28a en la neurogénesis de la médula espinal.
Protocolo utilizado para inducir la sobre expresion de Lin28a en animales transgénicos lin28a
NF50, la linea negra, marca la zona aproximada que se visualiza en B-M. Eefecto de la sobre
expresion de Lin28a sobre la proliferacion celular en la médula espinal de X. laevis a los 6dpHS,
se observa un marcado aumento de Edu en los animales Lin28a(+) que fueron sometidos a HS
(B-D). Por otro lado, se presenta un aumento basal de Edu+ en animales control Lin28a(+) s/HS
al compararlos con el control de Lin28a(-) HS. Inmunofluorescencia contra NeuN marcador de
neuronas maduras, muestra una zona cercana a moto neuronas (E-G). Superposicion de la marca
Edu+ con la marca NeuN+ (H-J) y zoom oOptico de la zona marcada (H*-J*) en donde
observamos nuevas neuronas a traves de la doble marca de EdU/NeuN. Marca nuclear Hoechst
(J-L). Barra de escala 50 pm.
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controles anteriores con el grupo Lin28a (+) HS, a los cuales se les indujo la sobre expresion de
Lin28a, detectamos un aumento considerablemente de la marca de EdU (Fig. 17D) y de la doble
marca para EdU+/NeuN+ (Fig. 17G, J, J* y Fig. 18). En este caso, el porcentaje del nimero de
células doblemente positivas para ambos marcadores super6 al 10% del total de células NeuN
positivas totales detectadas en la médula espinal de los animales Lin28a(+) HS, siendo un

aumento significativo al comparar con los respectivos controles (Fig. 18).

En paralelo a la determinacion del efecto de Lin28a sobre la neurogénesis a traves de
inmunofluorescencia, quisimos confirmar los resultados midiendo los niveles de mensajeros de
genes marcadores del proceso de neurogénesis como Ascll, DCX, NeuroD1, NRG 2y NRG 3,

utilizando RT-qPCR.

Con este proposito, animales Lin28a(+) fueron sometidos al dia 0 a un HS utilizando
como controles a los animales Lin28a(-) HS y animales Lin28(+) s/HS. A los 2, 6 y 10dpHS de

experimentacion se les aislo la médula para extraer RNAm (Fig. 19A).

Cuando analizamos los niveles de expresion del mensajero de Ascll, no se observaron
diferencias significativas en los distintos dias de experimentacion de los grupos estudiados,en

ningin momento (Fig. 19B).

Para el caso de marcado de neuroblastos DCX, a los 2dpHS se vio muy pareja la
expresion entre los diferentes tipos de animales, pero a los 6dpHS y 10dpHS detectamos un
incremento del marcador cuando comparabamos a los animales Lin28a(-) HS con los animales

Lin28a(+) HS debido a que se observaba un aumento de DXC, sin embargo, la diferencia
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Figura 18: Efecto de la sobre expresion de Lin28a en la neurogénesis. Porcentaje de celulas
Edu+/NeuN+ por seccidn de la Inmunofluorescencia presentada en la figura 17. Se observa un
aumento significativo del nimero de células EdU+/NeuN+ en los animales Lin28a(+) HS, al
comparar con sus controles El analisis estadistico realizado, corresponde a Anova de una via.
*P < 0,032y **P<0.006 con n=3 de réplicas biologicas
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Figura 19: Sobre expresion de Lin28a produce aumento de genes marcadores de
neuroblastos a tiempos tardios. Protocolo utilizado para inducir la sobre expresion de Lin28a
y los dias en los cuales se realizo la obtencion de la médula espinal para el analisis de los niveles
de mensajeros (A). RT-qPCR de los niveles de Ascll, se aprecia que existe una tendencia al
aumento de los niveles del marcador a los 6 y 10 dpHS en los animales Lin28a(+) HS, sin
embargo, al ser solo n=2 de réplicas bioldgicas no se puede aplicar estadistica (B). RT-gPCR de
los niveles de DCX, observamos un aumento significativo a los 6 dpHS que pareciera
mantenerse a los 10 dpHs sin ser estadisticamente significativo, al comparar en ambos casos a
la condicion Lin28a(+) HS, con el control Lin28a(-) HS (C). RT-qgPCR de NeuroD1, podemos
observar una tendencia al aumento en todos los dias del tratamiento, sin ser significativo en
ninguno al comparar Lin28a(+) HS con los controles (D). Se ve una disminucion significativa
de la expresion del NRG2, a los 2 dpHS comparando Lin28a(+) HS y Lin28a(+) s/HS, con el
control Lin28a(-) HS (E). A pesar de que existe tendencia al aumento a los 6 y 10 dpHS, solo
es significativo el aumento a los 10 dpHS, al compararlo con ambos controles. Finalmente, se
muestra el RT-gPCR de los niveles de expresion de NRG3 (F). Podemos observar una tendencia
al aumento a los 6 y 10 dpHS sin ser significativa, y una disminucion significativa a los 2 dpHS.
El gen de referencia utilizado en cada caso corresponde al EEFlal. La prueba estadistica
utilizada en cada caso fue un t-students con p < 0,025. Todos los experimentos contienen n=3
excepto Ascll con n=2.
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encontrada sélo fue significativa a los 6 dpHS, aunque en 10 dpHS fue también fue posible ver
una tendencia al aumento (Fig. 19C).

Se observo lo contrario al analizar la expresion de NeuroD1, ya que, a pesar de que se
ve que existe una tendencia al incremento de los niveles del marcador en cada uno de los dia
analizados al comparar los animales Lin28a(-) HS, Lin28a(+) s/HS con los animales Lin28a(+)
HS, en ningln caso se detectd que estas diferencias fueran significativas entre dias y/o

tratamientos en los grupos de experimentacion (Fig. 19D).

Particularmente, en el caso del marcador de neurogénesis NRG 2, observamos que a los
2dpHS existia una disminucion de los niveles del mensajero de este gen tanto en los animales
Lin28a(+) HS como en los animales que no fueron sometidos a un HS (Fig. 19E). A los 6 y
10dpHS de tratamiento, se evidencié un aumento de los niveles en ambos grupos de animales
al compararlos con los controles Lin28a(-) HS. Sin embargo, solo fue posible detectar un cambio
significativo en los animales Lin28a(+) s/HS a los 10 dpHS comparados con el control

Lin28a(-) HS (Fig. 19E).

Efecto similar al descrito con NRG 2 ocurrié con NRG 3. En el primer dia de analisis,
2dpHS, se observé que los animales transgénicos positivos exhibieron una disminucion en los
niveles del marcador al ser comparados con los niveles del grupo control de animales
Lin28a(-) HS. Esta disminucion fue significativa en el caso de los animales Lin28a(+) HS
teniendo como referencia a los animales Lin28a(-) HS. En los dias posteriores, se observo una
tendencia al aumento o recuperacion de los niveles del gen a los 6 y 10 dpHS pero que no llego

a ser significativo en ningun caso (Fig. 19F).



92

3.4. Efecto de la sobre expresion de Lin28a en estadios no regenerativos de Xenopus
laevis.

Nuestros resultados previos nos indican que hay proliferacion, activacion de
progenitores neurales y neurogénesis en animales NF50 Lin28a (+), donde el estadio es
conocido que tiene capacidad de regeneracion, entonces nos preguntamos qué sucederia si sobre
expresamos Lin28a (+) en un estadio que perdié la capacidad de regenerar su médula espinal
después de un dafio. Para respondernos esto sobre expresamos Lin28a en animales de estadios

juveniles de X. laevis, en estadios NF66.

Como primera aproximacion analizamos los niveles de expresion del mensajero de
Lin28a utilizando RT-qPCR, posterior a la sobre expresién del gen a tiempos tempranos como
loson las 6, 12, 24 y 48 horas post heat shock (hpHS) en la médula espinal de NF66 (Fig. 20A).
Se eligieron estos tiempos porque consideramos que de existir un efecto de Lin28a en la
regeneracion deberia ser en donde encontrasemos la mayor cantidad de Lin28a. Como
referencia, teniamos los experimentos en NF50 donde el “peak” de sobre expresion lo vimos a

las 6 horas.

En el caso del grupo Lin28a(+) HS, el efecto del HS provocé un aumento muy
considerable en los niveles detectados del mensajero de Lin28a a las 6hpHS (Fig. 20B). En el
mismo tiempo, los animales Lin28a(-) ¢c/HS presentaron niveles minimos de Lin28a al comparar
con las otras condiciones. De igual forma, los animales Lin28a(+) s/HS tienen el mismo efecto

leak que se vio en los animales NF50 Lin28a(+) s/HS, es decir, encontramos una mayor
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Figura 20: Efecto de la sobre expresion de Lin28a sobre los niveles del mensajero y la
proteina Sox2 a tiempo tempranos en animales no regenerativos. Animales transgénicos
para Lin28a NF66 fueron sometidos a un HS a 35 °C por 30min para inducir la sobre expresion
de Lin28a. Protocolo utilizado para sobre expresar Lin28a (A). Sobre expresion de Lin28a de
muestra que los transgenicos responden al HS (B) y sobre expresan Lin28a el cual podria tener
un efecto sobre los niveles del mensajero de Sox2 (C) a los dias 2, 4 y 8 dpHS. Niveles proteicos
de Lin28a después del HS y la disminucion que provoca sobre la expresion de la proteina Sox2
a tiempo tempranos de 6, 12, 24 y 48 horas después de la sobre expresion de Lin28a (D-E). El
gen de referencia utilizado en los RT-qPCR corresponde al EEF1al. Alfa tubulina, fue utilizada
como proteina de referencia para los anélisis de western blot. Los experimentos corresponden a
un n=1 de réplicas biolodgicas.
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proporcion de expresion del mMRNA de Lin28a al compararlo con los grupos negativos para el

transgén.

Al siguiente tiempo analizado, observamos que el efecto del HS fue disminuyendo cada
vez mas a medida que avanzaba el tiempo hasta que a las 48 hpHS los niveles del RNA de
Lin28a del grupo Lin28a(+) HS llegaban a niveles similares a los detectados en el grupo control

Lin28a(+) s/HS a las 6 hpHS (Fig. 20B).

En pérelo a la medicion de Lin28a, determinamos si la sobre expresion de Lin28a tenia
algun efecto en genes claves involucrados en la regeneracion de la médula espinal de X. laevis.
Por esta razén, cuantificamos los niveles del mensajero del gen Sox2 en las mismas condiciones
utilizadas para medir Lin28a (Fig. 20C). A los 6dpH pareciera haber menos Sox2 en los
animales Lin28a(+) HS y Lin28a(+) s/HS al compararlo con los animales Lin28a(-) HS. Esta
disminucion observada en los niveles de Sox2 pareciera ser recuperada, a medida que transcurre
el tiempo post HS, llegando a los mismos niveles percibidos en los animales Lin28a(-) en las 6

horas de sobre expresion (Fig. 20C). Un mayor “n” es necesario para concluir.

A nivel proteico, en los animales NF66 Lin28a(-) c/HS, no detectamos la proteina
enddgena de Lin28a a las 6hpHS, sin embargo, en los animales Lin28a(+) ¢c/HS observamos un
aumento de los niveles de la proteina Lin28a al compararlo con el control en el mismo tiempo
experimental. A las 12hpHS, los niveles proteicos de Lin28a, siguen en aumento siendo mucho

mayores que los encontrados a las 6hpHS de experimentacion (Fig. 20D).

Cuando analizamos los niveles de la proteina Sox2 pudimos evidenciar altos niveles

basales de Sox2 en los animales NF66 Lin28a (-) a las 6hpHS. Estos niveles fueron similares a
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los observados en los animales Lin28a(+) c/HS, pero a medida que avanzaban las horas
posteriores a la sobre expresion de Lin28 encontramos, de forma importante, que los niveles
proteicos de Sox2 iban disminuyendo al punto que, a las 48hpHS, los niveles fueron

extremadamente bajos (Fig. 20E).

Estos resultados nos sugieren que al menos a nivel proteico, la sobre expresion de Lin28a

podria estar provocando una caida de la expresion de Sox2.
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DISCUSION

Uno de los grandes desafios que existen en el campo de la regeneracion, es entender y
encontrar la forma de contrarrestar el efecto que genera un dafio a la médula espinal en humanos.
Dafio que es considerado irreversible y que, dependiendo de la complejidad, es generador de un

cuadro de paralisis parcial o total en las personas.

El foco de esta tesis se centra en dos ejes. El primer eje es evidenciar neurogénesis en
respuesta al dafio considerando que es uno de los mecanismos disponibles de X. laevis para
regenerar la médula espinal (Mufioz et al., 2015), mientras que el segundo eje es entender el
efecto que tendria la proteina de union a RNA Lin28 sobre la proliferacion y neurogénesis a

través de la modulacion de los progenitores neurales Sox2+.
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1. Proliferacion Celular y Progenitores de la Médula Espinal de Xenopus laevis

Dentro de las preguntas que tenemos en nuestro laboratorio, con respecto al estudio de
la regeneracion de la médula espinal, es determinar si efectivamente uno de los mecanismos
involucrados en la regeneracion de la médula espinal en estadios regenerativos es la

neurogénesis.

En la primera parte de nuestro trabajo nos enfocamos en realizar estudios de pulso y caza
utilizando el marcador de proliferacion celular EAU con inyecciones intracelémicas controladas,
para establecer el método de estudio que nos permitiria trazar el origen de una nueva neuronay

diferenciarla de una existente.

Realizando una inyeccion de EdU al dia cero y la caza a los 2, 4 y 10dpt (Fig. 4A).
Vimos que, al igual que en experimentos previos de nuestro laboratorio utilizando BrdU (Mufioz
et al., 2015), aumentaba la proliferacion celular en la médula espinal producto del dafo (Fig.
4B, F, J, N, Q, U). Este aumento se detectd hasta los 10dpt sin evidenciar una caida significativa
entre los dias de tratamiento en los diferentes grupos de animales transectados (Fig. 4B y Fig.

5).

Este aumento sostenible en el tiempo llamo nuestra atencidn, ya que, en los estudios
previos de nuestro grupo donde se utilizé6 BrdU para ver proliferacion, se encontrdé que la
proliferacion era transiente y principalmente era detectada a los 2dpt mientras que a tiempos

posteriores a los 6dpt, la marca de BrdU caia considerablemente (Mufioz et al., 2015).
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Basado en los protocolos de trabajo con BrdU y EdU, y la facilidad que presentan ambos
anélogos de timidina de incorporarse a las hebras de DNA, las potenciales ventajas que presenta
EdU son: la no utilizacion de un agente denaturante como tratamiento para la deteccion del
anélogo que, a diferencia del BrdU que utiliza HCI provocando la ruptura de las hebras de DNA
y consiguiente pérdida de las moléculas de BrdU incorporadas en el DNA al momento del pulso,
no generaria dafio de DNA. Finalmente, nuestro método de administracion intracélomica vs la
incubacidon en el medio podrian ser un indicativo del porqué se puede detectar EdU a tiempos
mas prolongados de experimentacion (Fig. 4A), que los vistos con BrdU (Mead & Lefebvre,
2014; Mufioz et al., 2015; Salic & Mitchison, 2008). Apoyando, de esta forma, el uso de EdU

como un excelente marcador de proliferacion.

Los altos niveles de proliferacion detectados a los 4 dps (Fig. 4J y Fig. 5) comparados
con el resto de los dias controles (2dps y 10dps) fue un punto que capt6 nuestra atencion, ya que
se presentaba un aumento significativo de la proliferacion celular en ausencia de un dafio a la
médula espinal (Fig. 5). Pensando que este aumento en la proliferacion que vimos podia deberse
a un efecto del dafio en el musculo u otro tejido o a un efecto dependiente del estadio del
desarrollo de la larva, decidimos repetir el experimento. Para nuestra sorpresa, la proliferacién
basal detectada era evidentemente mayor a lo visto en el resto de las condiciones sham a los 2
y 10dps en todas las réplicas que realizamos. Estos resultados nos indican que era un efecto

dependiente del estadio larvario de X. laevis.

En un trabajo del grupo de la doctora Nancy Papalopulu del afio 2015, se mostraron los

resultados de sus experimentos que apoyaba nuestras observaciones. Estos cientificos
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evidenciaron que durante el desarrollo de X. laevis existian dos peaks de neurogénesis. El
primero se encontraba en el estadio embrionario NF10.5, mientras que el segundo peak estaba
en el estadio larvario NF54 (R. R. L. Thuret et al., 2015) que, ademas, corresponden al periodo
en donde comienza la remodelacién del SNC para la inervacion de las futuras extremidades

posteriores de la rana (Nieuwkoop & Faber, 1994).

Considerando que la generacion de nuevas neuronas debe estar precedida por un evento
de proliferacion por parte de los progenitores neurales tal como ocurre en la neurogénesis retinal
de X. laevis o0 en la médula espinal de otros modelos animales (Duan et al., 2016; Kha et al.,
2020), es de esperar que este proceso ocurra entre los 4 o 6 dias posterior al estadio NF50, que
es el momento donde nosotros comenzamos la experimentacion con los animales. Por lo tanto,

es logico ver un aumento de proliferacion celular a los 4dps (Fig. 4J).

Esto, sin embargo, podria interpretarse como un problema para la utilizacion de los
animales en estadio NF50 WT para nuestro estudio de neurogénesis pensando que los efectos
del aumento de la proliferacion celular que vimos en la médula espinal a los 2 y 4dpt (Fig. 4,
Fig. 5y Fig. 6) podrian ser debido al estadio del desarrollo y proximo peak de neurgénesis y no
debido a la transeccion. Sin embargo, un dato importante de mencionar en base a la experiencia
es que hemos visto que la transeccion de la médula espinal retrasa el desarrollo del animal (datos
del laboratorio no mostrados), por lo tanto, nosotros creemos que este efecto que se vealos 2y

4dpt es realmente producto de la transeccion del animal.
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En resumen, estos resultados indicarian que:

1- El método de EdU establecido, es una muy buena metodologia para el estudio de
proliferacion celular en la médula espinal de X. laevis.

2- El dafio produce un aumento de la proliferacion de las células Sox2+.

3- Las células doblemente marcadas como Sox2+/EdU+, disminuyen luego de los 10dpt.
Esto abre la incognita de saber qué esta pasando con esta célula, es decir, habran
proliferado hasta diluir la marca de EAU (4 ciclos de division) o se diferenciaron hacia

un linaje no determinado en esta primera etapa.

2. Neurogénesis en Respuesta al Daflo en Xenopus laevis

La neurogénesis es definida como un proceso el cual lleva a la formacion de nuevas
neuronas a partir de células madre neurales/progenitores neurales. En este proceso puede ser
clasificado en cuatro grandes etapas: proliferacion celular, diferenciacion, migracion celular y
finalmente su integracion a un circuito funcional existente (Gage et al., 2008; Rodriguez-Barrera

etal., 2021).

En el proceso de diferenciacion neuronal podemos identificar diferentes tipos celulares
intermedios que parten desde las NSC/NPC (células indiferenciadas), pasan a neuronas
inmaduras DCX+ (marcador de neuroblastos) para terminar en neuronas maduras y funcionales
(células diferenciadas) identificadas con el marcador neuronal NeuN (Bonfanti & Seki, 2021;

Galén et al., 2017; Georg Kuhn et al., 2016; Gerd Kempermann et al., 2018; Mathews et al.,
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2017; Leal-Galicia et al., 2021). Con estos marcadores nosotros podemos ver el proceso de

neurogénesis en dos etapas.

En nuestros experimentos utilizamos a NeuN que, junto a EdU, son una excelente
aproximacion para observar la proliferacion de progenitores que serian futuras neuronas (Fig.
7). Es importante destacar que, en todos los dias observados después de la transeccion, se
observo un aumento significativo de las células doblemente positivas para EAU y NeuN al
comparar el grupo control sham con el grupo con transeccion (Fig. 7). Sin embargo, es a los
10dpt donde se ve claramente una superposicion de las sefiales de EdU con NeuN y en un mayor
porcentaje del total de las células NeuN cuantificadas en la médula de NF50 WT (Fig. 7W, W*
y Fig. 8). Creemos que, estos 10 dias, es tiempo suficiente para que una célula EdU/Sox2 +,
Ilegue a diferenciarse en una célula con caracteristicas morfoldgicas tipo neuronales (Mufioz et

al., 2015) doblemente positivas para EdU/NeuN (Fig.7).

Se hace evidente al observar los distintos dias post transeccion, que las células positivas
EdU van marcando una trayectoria o avance desde su origen en la zona ependimaria a los 2dpt
(Fig. 7), hasta llegar a la zona en donde se encuentran las neuronas maduras y funcionales de la
médula espinal en X. laevis a los 10dpt (Edwards-Faret et al., 2021; Méndez-Olivos et al., 2017).
Cabe destacar que hay una correlacién entre el dia (10dpt) en que encontramos el mayor nimero
de neuronas EdU+/NeuN+ con lo que se observa en la recuperacion funcional de los animales

NF50 (Mufioz et al., 2015).

Como se menciond anteriormente, el proceso de neurogénesis culmina con la integracion

de las nuevas neuronas generadas, en un circuito funcional existente (Leal-Galicia et al., 2021)
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y aunque no podemaos evidencia este hecho por la disponibilidad de la técnica, pudimos de forma
indirecta hacerlo, al determinar la posicion de las células Edu/NeuN+ en la médula espinal (Fig.

TW y W*).

Un dato interesante de tener en cuenta es que existe una proporcion inversa entre el
numero de células Sox2+/EdU+ y NeuN+/EdU+ (Fig. 6 y Fig. 8). Mientras que a los 2 y 4dpt
existen mucha marca de Sox2+/EdU y poca de NeuN+/EdU+, a los 10dpt se observa una

inversion de las magnitudes.

Este proceso de neurogénesis también fue observado en nuestro laboratorio con otra
aproximacion experimental, transplante de células de médula espinal. Se demostr6 que
transplantando células desde un estadio regenerativo de X. laevis NF50 a un estadio no
regenerativo NF66, las células NSC/NPC aisladas de la médula espinal del organismo donor
proliferaban en el sitio de trasplante del animal aceptor donde, ademas, eran capaces de

diferenciarse hacia neuronas maduras NeuN+ (Méndez-Olivos et al., 2017).

En conjunto, estos resultados demuestran que en respuesta al dafio existe neurogénesis
en la médula espinal de X. laevis lo que es evidenciada con la utilizacion del marcador de
neurona madura NeuN. Por lo tanto, nuestros experimentos sugieren que la neurogénesis podria
ser uno de los mecanismos que tiene disponibles la rana X. laevis para inducir la regeneracién

de la médula espinal en estadios larvales.
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3. Lin28: Proteina de Unién a RNA

Parte del esfuerzo de la comunidad cientifica por comprender los mecanismos que
subyacen la regeneracion, se ha centrado en identificar genes factores o rutas de sefializacion
claves que estarian involucrados en el proceso regenerativo con el prop6sito de generar terapias
para ayudar al ser humano en diferentes patologias (Cimadamore et al., 2013; Hui et al., 2015;
Morgado et al., 2016; Mufioz et al., 2015; Pefailillo et al., 2021; Romer-Seibert et al., 2019;

Shen et al., 2022).

Diversas proteinas han sido identificadas, siendo de particular interés para nosotros la
proteina de union a RNA Lin28 (Moss and Tang; 2003), la cual fue descrita por primera vez
como un gen heterocroénico que regula la progresion de los estadios larvales del desarrollo en C.
elegans (V Ambros & Horvitz, 1984). A pesar de que en el Ultimo tiempo se han incrementado
los estudios que involucran a Lin28, ain queda por entender mucho del mecanismo de accién

de Lin28 por la via de Let7 independiente y su rol en proliferacidn, neurogénesis y regeneracion.

3.1. Efecto de Lin28 en la Proliferacion Celular

En la actualidad, diversos son los estudios que se han enfocado en describir el efecto que
tiene Lin28a en la regulacion de la proliferacion de progenitores neurales y neurogénesis tanto
en ausencia como en presencia de dafio como también en la proliferacion y regeneracion de
tejidos (Balzer et al., 2010; Bhuiyan et al., 2018; Cimadamore et al., 2013; Faunes, 2020;
Gorsuch et al., 2017; Nathan et al., 2020; Romer-Seibert et al., 2019; Shyh-Chang et al., 2013;

Wang et al., 2018; Xia et al., 2018; M. Yang et al., 2015; Yao et al., 2016; Yue et al., 2014).
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Varios de estos estudios demuestran efectos contradictorios, pero se cree que la accion de
Lin28a podria depender en gran medida de la regidn de estudio, del modelo de experimentacion
utilizado y de la temporalidad en cuanto al estado del desarrollo en el que se encuentre el
organismo (Balzer et al., 2010; Bhuiyan et al., 2018; Jang et al., 2019; Nathan et al., 2020;

Robinton et al., 2019; Romer-Seibert et al., 2019; M. Yang et al., 2015).

Nuestros resultados con animales transgénico para la sobre expresion de la proteina
Lin28a (Faunes et al., 2017; Gundermann et al., 2019), muestran un aumento de la proliferacion
celular de los NSC y/o NPC a los 6 dpHS de un promedio de 20 células EdU+ por seccion en
los controles no transgénicos a casi 80 células por seccion en los animales que sobre expresaban
Lin28a (Fig 12 y Fig. 13), resultados que se apoyan con lo descrito por Cimadamore y
colaboradores, en que la sobre expresion de Lin28a rescataba a las células de un defecto
proliferativo debido a la disminucién de Sox2, potenciando la proliferacion de los progenitores
neurales (Cimadamore et al., 2013). Ademas, observamos el efecto leaky del transgénico, ya
que, en aquellos animales positivos para Lin28a a los cuales no se les indujo la sobre expresién
de Lin28a, se ve un aumento de la proliferacion basal de casi el doble de lo observado en los

controles de animales no positivos para el transgén (Fig. 12 y Fig. 13).

Similar a lo visto en experimentos de respuesta al dafio (Fig. 4), en donde se observa
alrededor de un 45% de células Sox2+/EdU+, como consecuencia a la sobre expresion de Lin28a
en ausencia de dafio. En estas mismas condiciones también aumenta el namero de células
doblemente positivas para Sox2 y EdU sélo que en esta caso la colocalizacion es menor y

cercana al 20% de celulas Sox2+ (Fig. 14), demostrando que el aumento de la proliferacion
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celular es en parte dado por la entrada de los progenitores neurales al ciclo celular (Cimadamore
et al., 2013; Mufioz et al., 2015; Yao et al., 2016). Esto nos sugeriria que Lin28a podria regular

a los progenitores neurales por medio de Sox2 en NF50.

Existe importante evidencia que apoya nuestra hipotesis, en donde se ha visto una
interaccion fisica de Lin28a con Sox2, y experimentos que indican que podrian interactuar en
diferentes etapas de los procesos de proliferacion y diferenciacion celular (Cimadamore et al.,
2013; Gorsuch et al., 2017; Morgado et al., 2016; Romer-Seibert et al., 2019). Ademas, existiria
una asociacion de estas dos proteinas a través de complejos celulares (Jesse L. Cox et al., 2010)
o también a nivel de la regulacién génica, en donde Sox2 se une al promotor de Lin28a

regulando su expresion (Cimadamore et al., 2013).

Producto del aumento del porcentaje de células Sox2 que entraban al ciclo celular,
observamos que, en las 3 condiciones comparadas, el porcentaje de células EdU+ que eran
ademéas Sox2+ del universo de células que estaban proliferando (EdU+) no se observaban
diferencias significativas. Con esto dedujimos que la sobre expresion de Lin28a, no esta
ejerciendo efecto solamente en los progenitores Sox2 sino que también en otra poblacion celular

no identificada.

Apoyando nuestra propuesta de que la sobre expresién de Lin28a podria inducir la
proliferacion de los NSC/NPC realizamos un experimento piloto en donde medimos los niveles
del mensajero de Nestin, marcador de proliferacion y diferenciacién de NSC/NPC. En este caso,
Nestin mostré una tendencia al aumento a los 6 dpt que finalmente a los 10 dpt se volvio

significativo (Fig 16C), sugiriendo indirectamente que hubo proliferacion celular y
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probablemente a tiempos posteriores podria existir una diferenciacion hacia linaje neuronal

(Edwards-Faret et al., 2021; Zhou et al., 2021).

3.2. Efecto de Lin28 en la Neurogenesis

El efecto que se ha visto con Lin28a, no se centra sélo en la regulacién de la proliferacion
de NSC/NPC en diferentes tejidos, si no que, también se ha visto que Lin28a regula el destino
de los progenitores y mejoraria la regeneracion celular (Balzer et al., 2010; Cimadamore et al.,
2013; Faunes et al., 2017; Herrlinger et al., 2019; Kempfle et al., 2020; X. J. Li & Doetzlhofer,
2020; Nathan et al., 2020; Robinton et al., 2019; Romer-Seibert et al., 2019; Shyh-Chang et al.,
2013; Wang et al., 2018; M. Yang et al., 2015; Yao et al., 2016). Sin embargo, muy poco se

sabe del efecto de Lin28a en la neurogénesis de la médula espinal y en la regeneracion de ésta.

Nuestros resultados indican que la sobre expresion de Lin28a potenciaria el proceso de
neurogénesis en ausencia de dafio en la médula espinal de X. laevis en estadios regenerativos
NF50 (Fig. 17 y Fig. 18) a los 6 dpHS a niveles muy parecidos a los vistos en presencia de un
dafo a la médula espinal a los 10 dpt (Fig. 4). Efecto similar se ha observado en otros tejidos
con la sobre expresion de Lin28a (Faunes et al., 2017; Shyh-Chang et al., 2013; Wang et al.,

2018; Y. Zhang et al., 2019).

Posterior a la sobre expresion de Lin28a, genes relacionados con la neurogénesis como
DCX y NRG2 también cambian a nivel del mensajero. Ambos genes mostraron un aumento
significativo al compararlo con sus respectivos controles (Fig 19). Mientras que genes como

Ascll, NeuroD1 y NRG3, presentan un cambio no significativo, pero tienden al aumento al



109

compararlos con sus controles sin sobre expresion (Fig. 19). Un efecto similar se ha visto en la
meédula espinal en respuesta al dafio, posterior a la transeccion existe un aumento de marcadores
relacionados a la neurogénesis apoyando la hipotesis de neurogénesis en respuesta al dafio
(Edwards-Faret et al., 2021; Mufioz et al., 2015). Este fendbmeno apoya nuestra hipdtesis de que
Lin28a podria inducir a la generacion de nuevas neuronas por modulacién de los progenitores

neurales Sox2+.

3.3. Efecto de Lin28 en animales no regenerativos

Existen muchos estudios en los cuales se han utilizado animales no regenerativos para
determinar el efecto de Lin28 y otros factores en la modulacion de la proliferacion, neurogénesis
y regeneracion (Budai et al., 2021; Elahi et al., 2021; Herrlinger et al., 2019; Nathan et al., 2020;

Shyh-Chang et al., 2013).

Se ha visto que, producto de la sobre expresion de Lin28a en embriones de raton, se
presenta una disminucion de los niveles del marcador de progenitores neurales Sox2 (Robinton
et al., 2019), gen que se ha demostrado ser clave para que la regeneracién ocurra en X. laevis
(Mufioz et al., 2015). Muy coincidentemente con lo visto en la literatura, nuestros experimentos
sugieren que la sobre expresion de Lin28a generaria en animales no regenerativos NF66, una
disminucion de Sox2 a nivel de la proteina, pero no en los niveles del mensajero, desde las 6
horas y hasta 48 horas después de la sobre expresion (Fig. 20). Esto nos sugeriria que las células
Sox2+ podrian haber comenzado a diferenciarse quizas, a neuronas y por esa razon disminuye

la expresion de Sox2 a nivel proteico.



110

Como se menciono anteriormente, la funcion de Lin28a es contexto dependiente, ya que,
en experimentos en los que se induce la sobre expresion de Lin28a en glias del oido interno de
ratones postnatales, se ve un aumento del marcador Sox2 tanto a nivel del mensajero como a
nivel de la proteina a traves de ensayos de inmunofluorescencia (Kempfle, Judith S. et al 2020),
lo que demostraria un rol de Lin28a a favor de la proliferacién, a diferencia de lo observado por

el grupo de George Q. Daley (Robinton et al., 2019).

Por otro lado, y contrario a la sobre expresion de Lin28a seria estudiar el efecto de la
disminucion o eliminacion de esta proteina de union a RNA en los individuos de estudio. Se ha
visto que en embriones de raton doble KO para ambos paralogos de Lin28 (Lin28a y Lin28b)
se observa una reduccion de la proliferacion y diferenciacion precoz de los NPC en la zona del
tubo neural de estos animales (Herrlinger et al., 2019). Si bien no son animales adultos, podria
dar luces del proceso que podria ocurrir en X. laevis NF66 considerando que, en estos animales,

los paralogos de Lin28 son més bien bajos o imperceptibles.

Hay poca evidencia del efecto de la sobre expresion de Lin28a en estadios no
regenerativos NF66 de X. laevis y a pesar de que nuestros resultados son aun preliminares, en
nuestro laboratorio se ha visto que animales transgénicos para Lin28a NF50 a los cuales se les
amputd la extremidad posterior y fueron sometidos a HS para sobre expresar Lin28a,

regeneraron sus digitos al llegar al estadio NF66 (Faunes et al., 2017).

En ese mismo trabajo se demostrd que la sobre expresion de Lin28a generar un retraso

en el desarrollo de X. laevis. Por lo tanto, deja una gran pregunta abierta, ¢los animales
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mejoraban la regeneracion porque se mantenian un mayor tiempo en estadios regenerativos o

realmente mejoraban por la accion directa de Lin28a?

Una pregunta que queda abierta es la aparente dicotomia del efecto de la sobre expresion
de Lin28a en NF50 y NF66. En estadios larvales del desarrollo de X. laevis (NF50) Lin28a
potencia la proliferacion celular y, ademas, nuestros resultados sugieren que también aumentaria
la presencia de Sox2 en la médula espinal (Fig. 12 y Fig. 15), mientras que en NF66 los
resultados preliminares muestran una disminucion de Sox2 a nivel proteico después de inducir
el aumento de Lin28a a nivel sistémico (Fig 20), pero no llegamos a realizar ensayos de

proliferacion celular.

Nosotros pensamos que la respuesta esta en los primeros estudios del efecto de Lin28 en
mutantes del neméatodo C. elegans. Se habia observado con ensayos de pérdida de funcion, que
el gusano tenia un desarrollo precoz y mostraba una diferenciacion acelerada de las células
multipotenciales hipodermales adelantando el desarrollo del organismo. En cambio, con
experimentos de sobre expresion de Lin28, se promovia la proliferacion celular de estas mismas
células hipodermales, haciendo que C. elegans repitiera el patron de proliferacion del estadio
L2 y asi, retrasaba su desarrollo (Victor Ambros & Horvitz, 1984; Vadla et al., 2012). En otras
palabras, habria un juego entre la division simétrica vs la division asimétrica de los progenitores

hipodermales (Faunes; 2020).

Ademas, el grupo de Thuret en el 2015 demostrd que a medida que X. laevis avanza en
el desarrollo larval desde NF14 a NF50, la duracién del ciclo celular de los progenitores neurales

se extiende cada vez mas. Posterior a NF50 y hasta NF54, hay una caida de la duracion del ciclo
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celular desde aproximadamente 42 horas a tan solo 35 horas de duracidn, indicando que los
progenitores neurales estdn produciendo nuevas neuronas, que como previamente se menciono
es logico de observar porque es el periodo de la 2da ola de neurogénesis que se produce en X.

laevis (R. R. L. Thuret et al., 2015).

En nuestro caso, con animales NF66 esperariamos que la duracion del ciclo celular
pudiera ser similar a la observada en NF50 o incluso mayor, pero con un indice mitético (tasa
de divisién celular) menor tal se demuestra en el trabajo de Thuret, ensayo que deberiamos

realizar en un futuro.

Si bien, nosotros solo realizamos ensayos de ganancia de funcion de Lin28 tanto en NF50
como en NF66, creemos que experimentos con NF66 podrian comportarse de manera similar a
lo que se ha visto en ensayos de pérdida de funcion de Lin28 en otros modelos, ya que, se ha

visto que Lin28a disminuye a medida que X.laevis avanza en el desarrollo (Faunes et al., 2017).

Por lo tanto, pensamos que el efecto de la sobre expresién de Lin28a en NF66
promoveria mas una division asimétrica que simétrica (Faunes, 2020) de los progenitores
presentes en la médula espinal de X.laevis (Mufioz et al., 2015), de esta forma la sobre expresion
de Lin28a no llegaria a ser suficiente para promover el aumento de la proliferacion celular de

los NSC/NPC.

En conjunto nuestros resultados muestran que existe neurogénesis en respuesta al dafio
en animales WT NF50 y que, ademas, la sobre expresion de Lin28a en transgénicos, induce el
aumento de la proliferacion de las células Sox2 y de la neurogénesis. Por lo tanto, Lin28a es un

candidato de estudio para futuros experimentos de regeneracion de la médula espinal.
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados confirman que uno de los mecanismos disponibles en X. laevis para
regenerar la médula espinal después de un dafio, podria ser la neurogénesis. Para demostrar esto,
fue fundamental la utilizacién de NeuN como marcador de neurona madura que junto a los
ensayos de pulso y caza nos permitio detectar neuronas nuevas derivadas probablemente de

células Sox2.

Por otra parte, nuestros resultados indican que Lin28a podria ser un gen importante para
estudiar regeneracion. La sobre expresion potencia la proliferacién de las células Sox2 en X.
laevis NF50 en condiciones de ausencia de dafio, lo que podria ser un gen que promueva la

neurogénesis en presencia de dafio.

Por lo tanto, Lin28a es un excelente candidato de estudio, para realizar experimentos de

ganancia y pérdida de funcion. Ganancia en animales NF66, los cuales no tienen la capacidad
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de regenerar la médula espinal después de un dafio, esperando que la sobre expresion de Lin28a
pueda inducir la regeneracion mientras que con ensayos de pérdida de funcion en NF50 se podria

determinar si Lin28 es necesario para la regeneracion.
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