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RESUMEN

DILP8! (Drosophila Insulin-Like Peptide 8) es un péptido del tipo de las relaxinas, perteneciente a la
familia de las insulinas. Actia como la sefial enddcrina que coordina el crecimiento de las distintas
partes del cuerpo con la maduracién durante el desarrollo de la mosca; y ademads es necesario para la
ejecucion de un programa motor que modifica la forma del cuerpo y un programa morfogenético que
endurece la cuticula y fija la nueva forma adquirida en la transicién de larva a pupa. DILP8 actda a
través del receptor LGR3, expresado en un grupo de neuronas, diferentes para cada uno de los roles
descriptos, del cerebro de Drosophila melanogaster. Ademds de ser expresados en tejidos imaginales
en regeneracion, dilp8 y Lgr3 son transcripcionalmente activos en otros tejidos y fases del ciclo de vida
de Drosophila. En esta tesis de grado proponemos caracterizar nuevas funciones y mecanismos de
accion de la via DILP8-LGR3 en el adulto, evaluando su funcién en la reproduccién, el control del
metabolismo y la longevidad. Empleamos herramientas genéticas cldsicas y de ultima generacién
(CRISPR/Cas9) para llevar a cabo estos objetivos y caracterizar la funcién de DILPS en el ovario, la

expresion de Lgr3, y aspectos asociados a la fisiologia del sistema reproductor femenino en Drosophila.

Nuestros resultados revelan que la ausencia de dilp8 se asocia con una disminucién de la ovulacion,
sugiriendo un rol de DILPS en este proceso. Al mismo tiempo, hallamos que en las hembras apareadas
mutantes para dilp8 existe una mayor resistencia al ayuno y deshidratacién, involucrando a DILPS en la
regulacion del metabolismo y la esperanza de vida. Esta informacién permite ampliar el conocimiento

sobre la funcién de DILP8 y LGR3 en el contexto del organismo adulto.

! La abreviatura se indica segun sus siglas en inglés.
Péagina |2
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INTRODUCCION

Drosophila melanogaster, comtinmente conocido como “mosca de la fruta”, es un diptero, perteneciente
a la familia Drosophilidae, actualmente considerado como uno de los organismos modelo mds poderosos
en los estudios genéticos del desarrollo y el comportamiento de los animales (Bratu, McNeil, 2015).
Caracteristicas como el tamafio pequefio (cerca de 3 mm de longitud), un tiempo de generacién corto
(aproximadamente 10 dias a 25°C), y la gran cantidad de descendencia que producen, en combinacién
con la sorprendente similitud entre la mosca y los mamiferos en términos de vias, mecanismos
moleculares, anatomia y funcionamiento de los érganos hacen que D. melanogaster sea un organismo
modelo excelente para explorar mecanismos relacionadas con el metabolismo, la fisiologia y la
neurologia (Mishra, 2020), permitiendo experimentos genéticos rdpidos, econdmicos y sencillos en

comparacion con otros modelos in vivo.

A lo anteriormente mencionado se suma el amplio conocimiento de la genética de este organismo que
posee su genoma completamente secuenciado desde el afio 2000, disponible en la base de datos de libre
acceso “FlyBase”, y la vasta gama de herramientas genéticas que han estado disponibles para
Drosophila durante el siglo pasado convirtiéndose en el metazoo mas manipulable genéticamente en la
actualidad, siendo relativamente simple generar moscas transgénicas en las que se active o inhiba la
expresion de genes individuales de interés, ya sea en todo el organismo o en tejidos definidos (Jennings,

2011).

Drosophila melanogaster presenta un ciclo de vida holometdbolo, en el que el desarrollo transcurre a
través de una serie sucesiva de estadios (embrion, larva, pupa y adulto) como se observa en la Figura 1.
Las hembras depositan aproximadamente 60-80 huevos por dia y la embriogénesis dura solo 24 hs. y
luego comienza el desarrollo larval que se caracteriza por incluir tres estadios (L1, L2, L3) y dos mudas
larvales, que implican fundamentalmente un aumento de tamafo y se suceden cada 24 hs., llegando a la
larva L3 que busca un sitio para pupar durante 24 a 48 hs., siendo la pupa un estadio inmévil intermedio

entre larva e imago (adulto) (Ferndndez-Moreno et al., 2007).

Durante la pupariacion (que ocurre a las 96 hs. luego de la eclosidn) tiene lugar una metamorfosis
completa de larva a adulto, con una reorganizacién total del cuerpo en donde la mayoria de los tejidos
larvarios se degradan y los 6rganos adultos se desarrollan a partir de sacos de células indiferenciadas,
los discos imaginales, ya presentes durante el estadio larval pero inactivos. Estos discos dan origen a las
estructuras cuticulares del adulto como alas, patas, antenas, ojos, cabeza, térax y genitales,
especificamente en Drosophila hay 10 pares de discos imaginales que reconstruyen todo el cuerpo
adulto, excepto el abdomen (la epidermis abdominal se forma a partir de histoblastos, un grupo de

células imaginales especializadas), y un disco genital, que forma los 6rganos reproductores. Finalmente,

Péagina | 3
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el adulto emerge entre 9 y 10 dias después de la fecundacidon del 6vulo (a 25°C). La eclosion marca el

final de la pupa y el comienzo de la vida adulta (Fernandez-Moreno et al., 2007).

Fertilization
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Figura 1. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. Indicando el estadio de embridn, larva, pupa y adulto (tomada de
Fernandez-Moreno et al., 2007).

La transicion de una etapa a otra estd dirigida por la accién de una cascada hormonal, siendo la 20-
hidroxiecdisona (20HE) y la hormona juvenil (HJ) las dos hormonas mds importantes en la regulacién
de la muda y la metamorfosis. Ambas son hormonas liposolubles que atraviesan la membrana, se unen
con sus receptores intracelulares y van a activar o inhibir la transcripcion de genes especificos. La 20HE
regula programas genéticos relacionados al proceso de muda, mientras que la HJ es un factor de
transcripcién que inhibe la expresion de genes adultos, y produce un efecto morfoestético. Los insectos
holometédbolos poseen genes larvales, pupales y adultos, las combinaciones apropiadas de 20HE y HJ
controlan la expresion de estos genes, que codifican diferentes proteinas que influyen sobre las funciones

de las células diana (Hill et al., 20006).

Ademads de las principales hormonas implicadas en los eventos de transformacion durante el ciclo de
vida de estos organismos, la via de sefializacién de la insulina/factor de crecimiento similar a la insulina
(IIS?) es sumamente importante durante estos procesos, tratindose de una via conservada
evolutivamente a través de los metazoos, necesaria para el desarrollo, el metabolismo y el
comportamiento. Dicha via se encuentra regulada principalmente por la superfamilia de péptidos
similares a la insulina (ILP') que se unen y controlan la actividad de su respectivo receptor (Biglou et

al., 2021) esta superfamilia es diversa y se subdivide en insulinas, factores de crecimiento similares a la

2 La abreviatura se indica segtin sus siglas en inglés.
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insulina (IGF®) y relaxinas, sobre la base de la estructura primaria, el procesamiento y las preferencias

de unién al receptor (Blundell, Humbel, 1980; Wilkinson, Bathgate, 2007).

Todos los ILP tienen seis cisteinas conservadas que forman tres enlaces disulfuro. Se sintetizan como
un pre-propéptido que codifica un péptido sefial N-terminal y un propéptido que consta de dos cadenas
(B y A) separadas por un péptido C. Mientras que el péptido C de los IGF se retiene en la hormona
madura, el de las insulinas y relaxinas se libera proteoliticamente, dejando las cadenas B y A unidas por
dos enlaces disulfuro intermoleculares (Gontijo, Garelli, 2018). En concreto, el genoma de Drosophila
melanogaster codifica ocho ILPs (llamados dILP, indicadas en la Figura 2), que son homdlogos a la
insulina de mamiferos, los IGF y las relaxinas, con diferente expresion espacio-temporal y funciones
variables. En general, las respuestas fisioldgicas claves de los dILPs incluyen la regulacion del desarrollo
embrionario y postembrionario, el impacto en la reproduccién y la fertilidad, la regulacién del
comportamiento de bisqueda de alimento y el control del metabolismo, asi como el almacenamiento de

glucogeno, la gluconeogénesis y la longevidad (Biglou et al., 2021).

[ v |
C C cccCcC
Signal peptide B-chain C-peplide A-chain

OILPE s rlgsPe auxxramealleniro e.cer--f@---- -
DILP7 & R-DKLVROLYWAIREKD I Y TWEEYAE PSNKR
DILP6 MM3s - TaLsOovIOKIfgvsarTy TYRELLOY[IKG - - -
DILPS RA[EG - PALMOMLAVARIP NG F N SFSTLARAY[4OS - - -
DILP4 XM&G-EALIQALOVI[VNGFT TYoorLovgA - - - -
DILP3 KL[gG - AKLPETLSKLGVYGFN TMOEVLAY[dAAKPR
DILP2 TLfgs - exLNEvLSMVEEEYNP OMKALREY[dS VVAN
DILP1 KL[HG - PALSDAMODV V[P HGFN SYLELAI LPK - -

INS HL[HG - SHLVEALYLV[JGERGF SLYQLENYEN - - - -
IGF-1 TL[dG - AELVDALQF V[JGORGF OLARRLEMY[FAPLKP
RLXN-2 KL[JG - RELVRAQIAIJGMS TW TKRSLARF .

Figura 2. Alineamiento de las cadenas A y B de DILP8 con los siete ILPs previamente caracterizadas y miembros
representativos de la familia de péptidos similares a insulina en humanos (tomada de Garelli et al., 2012).

Mientras que la via de sefializacién de insulina/IGF (IIS) regula el crecimiento, el metabolismo y el
envejecimiento (Blundell, Humbel, 1980; Wilkinson, Bathgate, 2007; Gronke et al., 2010), los
miembros de la familia de las relaxinas de vertebrados tienen funciones antifibréticas, vasodilatadoras
y estimulantes cardiacas, que afectan muchos procesos, que incluyen, entre otros, la reproduccién
femenina y masculina, como la menstruacién, la motilidad de los espermatozoides y el embarazo
(Bathgate et al., 2013). La primera relaxina fue descubierta como el factor que promueve el relajamiento
de la sinfisis ptbica durante el parto en mamiferos. Luego se demostré que es producida en el cuerpo
ldteo y placenta, cumpliendo multiplicidad de funciones: promueve la remodelacién y crecimiento del

ttero regulando los niveles de metaloproteasas de matriz (MMPs?) (Chow et al., 2012), evita las

3 La abreviatura se indica segtin sus siglas en inglés.
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contracciones espontaneas del miometrio y tiene efectos sobre la adaptacidn cardiovascular durante el

embarazo (Kong et al., 2010).

Las relaxinas pueden unirse a receptores acoplados a proteina G (GPCRs*) que pertenecen a dos grupos
divergentes: uno es similar a la familia de receptores de péptidos pequefios tipo 1 y el otro grupo
pertenece al tipo C de la familia de receptores con repeticiones ricas en leucina (LGR?). Los LGR tienen
siete dominios transmembrana tipicos de los GPCR y un gran dominio extracelular que contiene un
nimero variable de repeticiones ricas en leucina (LRR?) requeridas para la unién del ligando (Gontijo,
Garelli, 2018). En D. melanogaster, si bien siete de los ocho dILP conocidos se asume que actdan a
través del receptor de insulina de Drosophila (dInR?), dILP-8, el mds cercano a las proteinas similares
arelaxina, puede unirse al receptor 3 acoplado a proteina G (LGR3), miembro de la familia de receptores
de relaxina expresados en el sistema nervioso central (SNC) (Biglou et al., 2021). En vertebrados, los
LGRs actian como receptores de péptidos semejantes a insulina de la subfamilia de las relaxinas donde
tienen un importante rol en la homeostasis y remodelacién de tejidos, en el comportamiento y la

reproduccion (Bathgate et al., 2013).

En particular, el péptido similar a la insulina/relaxina, DILP8, se identificé primeramente como la sefial
endocrina que coordina el crecimiento de las distintas partes del cuerpo con la transicién entre las fases
del desarrollo en Drosophila melanogaster (Garelli et al., 2012; Colombani et al., 2015; Vallejo et al.,
2015). DILP8 se produce y secreta desde los discos imaginales dafiados actuando sobre centros
neuroenddcrinos que en respuesta retrasan el inicio de la metamorfosis, prolongando la fase larvaria y
permitiendo la reparacion de los tejidos (Garelli et al., 2012; Gontijo, Garelli, 2018). Esto provee un
tiempo extra que permite el crecimiento y la regeneracion de tejidos hasta que las partes dafadas son
reparadas, mientras que los tejidos no dafiados no crecen mas alld de su tamafio normal, asegurandose

la simetria del organismo adulto (Simpson et al., 1980).

Unarevision de los datos actuales respalda un modelo en el que DILPS8 derivado de los discos imaginales
actda sobre cuatro neuronas positivas para Lgr3 del SNC para activar la sefializaciéon de AMP ciclico de
una manera dependiente de LGR3 (Garelli et al., 2015). Esto provoca una reduccién en la produccién
de la hormona ecdisona por parte de la glandula protoracica endocrina larvaria, lo que conduce a un
retraso en el inicio de la metamorfosis y una ralentizacién simultdnea en las tasas de crecimiento de los
tejidos imaginales sanos, promoviendo la generacidn de individuos proporcionados. Recientemente se
describi6 que DILP8 también posee un rol decisivo para la ejecucion del programa motor de pupariacién
(PMP), actuando a través de par de neuronas bilaterales del cerebro larval (diferentes a las anteriores)

que también expresan Lgr3, y controlan la transicion de larva a pupa (Heredia, Volonté, Pereirinha et

4 La abreviatura se indica segun sus siglas en inglés.
Péaginal 6



Tesis Final de Grado | UNS Dronseck Agustina

al., 2021). Estos hallazgos indican que DILPS es un factor homeostdtico fundamental requerido para
ajustar el tiempo de desarrollo, coordinar el crecimiento de las partes del cuerpo y asegurar la produccién

de un fenotipo robusto (Gontijo, Garelli, 2018) y la viabilidad del organismo.

Finalmente, el analisis de su patron de expresion espacio-temporal sugiere que podria tener funciones
novedosas en otras etapas de la historia de vida de la mosca. Por ejemplo, DILPS se expresa en el ovario
de las hembras adultas, especificamente en las células foliculares que acompafian al ovocito de estadio
14 (Tootle et al., 2011; Garelli et al., 2012; Brown et al., 2014; Liao, Nissel, 2020), donde podria estar
actuando de manera similar a las relaxinas de vertebrados que controlan algunos aspectos de la biologia
reproductiva, lo que indicaria que la interaccién entre LGR3 y DILP8 podria trascender la coordinacién
del crecimiento y que estas moléculas podrian actuar juntas varias veces en el ciclo de vida de

Drosophila (Gontijo, Garelli, 2018).

En este contexto, es importante referir a la estructura general del sistema reproductor femenino en
Drosophila (Fig. 3). La hembra adulta presenta un par de ovarios altamente inervados y rodeados de una
vaina peritoneal muscular que se contrae ritmicamente. Cada ovario estd formado por 16-20 unidades
de desarrollo denominadas ovariolas, formadas por una estructura hueca que contiene una serie de
camaras ovdricas en crecimiento rodeada de una vaina epitelial muscular (Jevitt et al., 2020). El sistema
reproductor se continua en un par de oviductos laterales donde abre cada ovario; que forman un oviducto
comun conectado con el ttero y luego con la genitalia femenina. A medida que los ovocitos maduros
pasan del oviducto comiin al utero, son fertilizados alli por los espermatozoides almacenados en el

receptdculo seminal y las espermatecas (Dansereau et al., 2005).

___——— Abdominal envelope

— Terminal filament

Common oviduct "7 Lateral oviduct

Sperm receptacle
" Spermatheca
Uterus
T Accessory gland

Figura 3. Representacion del sistema reproductor femenino de D. melanogaster (tomada de Miller, 1950).

La ovogénesis, proceso de formaciéon de un ovocito maduro en D. melanogaster, ocurre

simultdneamente dentro de cada una de las ovariolas, dividiéndose en 14 estadios (Fig. 4) mediante
Péagina | 7
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criterios morfoldgicos establecidos por King, 1970 (el estadio 1 se refiere a una cdmara ovarica recién
formada y el estadio 14 a un ovocito maduro que esta listo para ser fertilizado y ovipositado). Dentro de
estos, se reconoce ademads el proceso previtelogénico (estadio 1 a 7), la vitelogénesis (estadio 8 a 10)
durante la cual los nutrientes requeridos para el desarrollo embrionario son producidos por el cuerpo
graso y las células foliculares y almacenados en el ovocito, constituyendo este proceso un punto de
control importante de la ovogénesis que integra sefiales internas (hormonales) y externas (ambientales)
para permitir una progresion eficiente del desarrollo del foliculo (Spradling, 1993) y, finalmente, la

coriogénesis y la ovulacion (estadio 11 a 14) (Dansereau et al., 2005).

Stage 2 4

VT e e 9 N

Figura 4. Esquema de una ovariola. El germario y el filamento terminal se ubican en la region anterior de la ovariola. El
ovocito se indica en color gris (tomada de Ogienko et al., 2007).

A su vez, cada ovariola en un ovario maduro se divide en tres regiones, el filamento terminal, el germario
y el vitelario. Dentro del germario, se forma el foliculo previtelogénico (inicio de la ovogénesis) a partir
de un grupo de células madre germinales (CMG) que se encuentra dentro de un nicho conformado por
el filamento terminal y las células cap, siendo estas esenciales para el mantenimiento de la capacidad de
autorrenovacion y el control de la proliferacion, constituyendo un microambiente anatémico que provee
sefiales moleculares que mantienen a las CMG (Wieschaus, Szabad, 1979). Cada CMG se divide
asimétricamente generando una nueva célula madre y un cistoblasto. Este tltimo se divide cuatro veces
por mitosis, con citocinesis incompleta, resultando en un ovocito conectado por puentes citoplasmaticos
a 15 células nodrizas poliploides, de metabolismo muy activo, que sintetizan nutrientes y ARNm que
son transportados al ovocito para utilizarse durante el desarrollo embrionario. Esta cdmara ovarica se
rodea de una capa de células foliculares (FC°) de origen somadtico, que organizan el patrén antero-
posterior del ovocito y producen las cubiertas que mds tarde protegerdn al huevo y al embrién. Las
interacciones entre las células foliculares y el ovocito son fundamentales para el crecimiento y la
supervivencia del foliculo. Luego el foliculo (conformado por el ovocito, las células nodrizas y las FC)
se expulsa al vitelario, donde sufre la transicion de la previtelogénesis a la vitelogénesis vy,

posteriormente, la transicion a la coriogénesis y la ovulacién (Swevers et al., 2005).

Los ovocitos de estadio 14 completamente maduros son almacenados hasta que son ovulados de a uno
por vez, existiendo un proceso de seleccién que involucraria interacciones complejas a nivel local y
comunicacion entre ambos ovarios (Deady, Sun, 2015). Durante este proceso, las células foliculares se

desprenden del ovocito y permanecen temporalmente en el caliz del ovario como un “cuerpo liiteo” , en

5 La abreviatura se indica segtin sus siglas en inglés.
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forma semejante al cuerpo liteo de los vertebrados (Deady et al., 2015). Después de la ovulacion, se
inicia la activacion del ovocito (que pasa a transformase en un 6vulo) cuando este se hidrata en el
oviducto, siendo un proceso que ocurre independientemente de la fertilizacién (Heifetz et al., 2001).
Esta transformacidn incluye el reinicio de la meiosis, la impermeabilizacién de la cubierta del ovocito y
el inicio de la traduccién, preparando al dvulo para la embriogénesis posterior, en caso de que ocurra la

fertilizacion en el tutero (Page, Orr-Weaver, 1997; Chen et al., 2000; Bloch Qazi et al., 2003).

La ovulacion es estimulada por el apareamiento y, especificamente, por el esperma y algunas proteinas
de las glandulas accesorias masculinas (Heifetz et al., 2001). Ademas, a través de un mecanismo de
retroalimentacién positiva, el aumento de la ovulacién da como resultado la estimulaciéon de la
progresion oogénica de los foliculos. El acoplamiento de ambos procesos asegura que se produzca una
gran cantidad de ovocitos maduros y que se deposite una gran cantidad de huevos fertilizados (Spradling,

1993).

Adicionalmente, existe una compleja regulacion hormonal y neuronal de la fisiologia reproductiva en
Drosophila melanogaster. Particularmente, durante la ovogénesis se encuentran implicadas las dos
principales hormonas morfogenéticas de insectos, 20HE y HJ. La HJ funciona como una gonadotrofina
que estimula la secrecién de 20HE desde las células foliculares en el ovario, que a su vez estimula la
sintesis de la proteina de la yema (yolk protein -YP®) en el cuerpo graso, asi como la absorcién de YP
por parte del ovocito, siendo necesaria para la produccion de huevos fértiles. Aun asi, durante las dltimas
etapas de la ovogénesis, alternativamente, 20HE tiene un efecto negativo sobre el desarrollo del foliculo.
En hembras virgenes, 20HE induce la apoptosis, provocando la desaparicion de casi todos los foliculos
vitelogénicos, y este efecto se puede contrarrestar mediante la administracién de HJ o péptido sexual
(SP3) (Soller et al., 1999). Por lo tanto, un equilibrio correcto entre HJ y ecdisteroides parece ser esencial
para la progresién del desarrollo del foliculo vitelogénico en el ovario, demostrando una estricta
regulacion del desarrollo restringida a los foliculos de la etapa 9, mientras que los foliculos de etapas

anteriores o posteriores (etapas 8 y 10, respectivamente) no se ven afectados (Swevers et al., 2005).

Durante la ovulacidon (liberacidon de un ovocito maduro desde el ovario) se requiere de la presencia de
octopamina (OA) y su receptor (OAMB) en las células foliculares de los ovocitos de estadio 14 para
iniciar la ruptura del foliculo (Deady, Sun, 2015). Se desconoce la fuente de la OA requerida, pero es
probable que sean las neuronas octopaminérgicas que inervan la base de los ovarios y poseen sus cuerpos
neuronales en el sistema nervioso central, especificamente en la cuerda ventral (Rezdval et al., 2014).
Sin embargo, la OA no actia sola para iniciar la ruptura del foliculo; también se requiere la hormona

20HE, la cual a través del receptor EcCR.B2 prepara los foliculos maduros para que respondan a los

® La abreviatura se indica segtin sus siglas en inglés.
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estimulos ovulatorios neuronales, lo que proporciona informacién sobre el mecanismo de la sefializacién
de esteroides en la ovulacién de Drosophila (Knapp, Sun, 2017). Ademds, las neuronas
octopaminérgicas que inervan el ovario y tracto reproductivo se hallan involucradas en la contraccién
muscular del ovario y la relajacién del oviducto, siendo esto indispensable para la ovulacién. También
participa en coordinar la liberacion de esperma desde los reservorios con el pasaje del ovulo en el ttero
para permitir la fertilizacion, coordinando asi multiples aspectos de la fisiologia y el comportamiento
post-apareamiento de la hembra. Finalmente, la sefializacion de OA se integra con otras sefiales
neuronales y endocrinas del estado interno femenino para optimizar el rendimiento reproductivo. La
expresion de diferentes receptores OA y la presencia de otras moléculas de sefializaciéon permiten que

las respuestas especificas de la region produzcan diferentes resultados (White et al., 2021).

Por otra parte, se conoce que los ILPs son producidos y secretados en respuesta a condiciones
nutricionales especificas y coordinan el crecimiento con la disponibilidad de nutrientes. Estan
involucrados en el control del crecimiento, la esperanza de vida, fecundidad y resistencia a estrés
(Broughton et al., 2005; Gronke et al., 2010; Schiesari et al., 2016) con importantes semejanzas entre
las insulinas descriptas en Drosophila y las de humano (Gronke, Partridge, 2010). Modificaciones en la
dieta y manipulaciones genéticas directas o indirectas en la expresion de los distintos dILPs afectan las
vias activadas por insulina mostrando un aumento de la esperanza de vida (Broughton et al., 2005). Sin
embargo, el rol de cada dILP en la regulacién de esta esperanza de vida es dificil de comprender debido
a la compensacion funcional de otros péptidos (Gronke et al., 2010; Post et al., 2018, 2019; Semaniuk

etal., 2021).

Luego de realizar manipulaciones de la dieta, se observa en hembras, pero no en machos, que tanto la
expresion de dilp8 como dilp2 y dilp3 aumenta en dietas con baja concentracién de carbohidratos y
proteinas y que esto podria ser parte de un fenémeno llamado plasticidad especifica de sexo. Este estudio
se realiz6 en larvas en un momento especifico del desarrollo, al inicio del estadio de larva wandering,
posterior a L3, momento en el que dilp8 muestra un pico de expresion (Gontijo, Garelli, 2018) lo que
sugiere que podria tener un rol en la regulacion del metabolismo en respuesta a alteraciones del estado
nutricional durante el desarrollo, que luego se manifiestan en el adulto, como por ejemplo, en la

esperanza de vida ante situaciones de estrés como son el ayuno y la deshidratacidn.

Pagina | 10



Tesis Final de Grado | UNS Dronseck Agustina

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La ovogénesis de Drosophila melanogaster ha demostrado proporcionar un sistema genético manejable
y versitil en el que estudiar muchos aspectos de la biologia celular. Debido a su gran tamafio y facilidad
de manipulacion y cultivo, las células del ovario son un excelente sistema para el analisis microscépico.
Aun asi, la mayoria de los estudios de la funcién del ovario de Drosophila se han concentrado en los
procesos que ocurren en los estadios tempranos e intermedios de ovogénesis. La renovacién y
proliferacién de CMG, la vitelogénesis, la determinacién de los ejes del ovocito y la deposicién de
membrana vitelina y corion, han sido intensamente estudiadas (Ogienko et al., 2007). Por el contrario,
el estadio terminal del desarrollo de los ovocitos ha sido entendido como un estado quiescente durante
el cual los ovocitos son almacenados hasta que la hembra encuentra condiciones ambientales adecuadas

para la puesta de huevos.

El hallazgo de que una nueva hormona peptidica (DILP8) se expresa especificamente en células
foliculares de los ovocitos completamente maduros y en el cuerpo residual (Jevitt et al., 2020; Liao,
Nissel, 2020), con algunas similitudes destacables con la rama de relaxina de la familia de péptidos
semejantes a insulina de vertebrados, sugiere que esta puede tener un inesperado rol activo en la
fisiologia del ovario pudiendo ser auténomo, sobre el mismo ovocito, o sobre el ovario u otros tejidos.
Es asi que proponemos explorar tres hipotesis diferentes no excluyentes: 1) DILP8 podria estar
regulando el ritmo del proceso de ovogénesis, 2) el mantenimiento de la calidad del ovocito mientras
estd almacenado en el ovario 3) y/o regulando la ovulacién. Ademds, al tratarse de un péptido de la

familia de las insulinas también se evalda un posible rol en el metabolismo y la longevidad.

Finalmente, se propone estudiar si el efecto es mediado por LGR3, el cual se expresa durante casi todo
el ciclo de vida de Drosophila, mostrando un dimorfismo sexual en el adulto, observandose una mayor
expresion de Lgr3 en el cuerpo graso de las hembras en comparacién con los machos, y también un alto

nivel transcripcional en el utero (Van Hiel et al., 2015).

Como objetivo general de esta tesina nos propusimos dilucidar este nuevo rol de DILPS en la fisiologia

del ovario a través de los siguientes objetivos especificos:

= Estudiar la ovulacién, morfologia ovdrica y distribucién de los distintos estadios de la
ovogénesis; en hembras virgenes y apareadas, control y mutantes para dilp8 'y Lgr3.

= Analizar la expresiéon de LGR3 en el tracto reproductor femenino.

= Evaluar la viabilidad de huevo a larva 1 en huevos control, heterocigotas y homocigotas para el
alelo mutante de dilp$.

= Estudiar la resistencia al ayuno y a la deshidratacion por parte de hembras virgenes y apareadas,
y machos, tanto control como mutantes para dilp8.
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MATERIALES Y METODOS

Técnicas generales

El cultivo de Drosophila melanogaster se realiz6 mediante las técnicas de rutina utilizadas en el
laboratorio de Fisiologia y Genética del Desarrollo ubicado en el Instituto de Investigaciones
Bioquimicas de Bahia Blanca (INIBIBB). En términos generales, se trata de un organismo de facil
mantenimiento para el cual generalmente existen pocas restricciones sobre su uso en el laboratorio, con
cuestiones éticas y de seguridad minimas; y diversas ventajas experimentales tal como se mencioné en

la introduccidn de esta tesis.

Las moscas en uso experimental se mantuvieron rutinariamente a 25°C con ciclo 12:12 luz:oscuridad (a
menos que se indique expresamente lo contrario) en viales de pléstico cubiertos con un tapén de algod6n
hidrofébico para evitar la condensacion de humedad que podria interferir con el suministro adecuado de
aire. Ademas, se tuvo en cuenta que el alimento dentro del vial resulte lo suficientemente sélido para
que las moscas no se atasquen en €l y en simultdneo que permita que las larvas se desplacen y alimenten.
A 25°C, el tiempo de generacidn es de aproximadamente 10 dias desde el évulo fertilizado hasta el
adulto en eclosién, mientras que el periodo de vida maximo varia de 60 a 80 dias, dependiendo de las

condiciones de cultivo (Fernandez-Moreno et al., 2007).

De ser necesaria la manipulacién individual de las moscas, esta se llevé a cabo bajo anestesia en forma
segura, colocando a los individuos sobre almohadillas porosas conectadas a una fuente de diéxido de
carbono (CO;) y manipuldndolas con pinza mientras se observan bajo microscopio estereoscépico. Este
método de anestesia resulta mas seguro y simple que la utilizacién del éter tradicional, ademads, se evita

la sobreanestesia de las moscas.

Mantenimiento de stocks

Hasta la fecha, no ha sido posible encontrar una forma eficiente de congelar los gametos o embriones
de Drosophila, por lo que es necesario mantener las poblaciones de moscas mediante cultivos vivos
(“stocks™). Cada stock o linea se mantiene en viales por duplicado (con generaciones alternas separadas
por 15 dias aproximadamente) con ciclo de 12:12 luz: oscuridad a 18°C, esta temperatura ralentiza el
ciclo de vida a aproximadamente 28 dias respecto de los 10 dias que tardan cuando son incubadas a

25°C.

Preparacion de alimento estandar para Drosophila melanogaster

Para la obtencién de 1 litro de alimento se comienza pesando 50 gr de harina, 33,3 gr de levadura, 66,7
gr de sacarosa y 16,5 gr de agar industrial. Se coloca 1 L de agua destilada en recipiente de vidrio y se

agregan los ingredientes s6lidos, revolviendo con varilla de vidrio. Para obtener un homogeneizado
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optimo se realizan entre 5-7 ciclos de hervor en microondas. Se deja enfriar el alimento y previo a la
solidificacién, se agregan 8,7 ml de dcido propidnico y 8,7 ml de Nipagin 5%, estos ultimos con el
objetivo de conservar el alimento y evitar el desarrollo de bacterias y hongos. Finalmente, se vierten 10
ml de alimento en cada vial de cultivo y se deja solidificar sin cubrir con tapén de algodén para evitar
la acumulacién de humedad dentro de los mismos. Una vez que la comida se solidifica, se almacena a

4°C y puede ser utilizada para el cultivo de moscas.

Preparacion de placas de puesta

Para la preparacion de 500 ml se deben pesar 10 gr de agar alimentario y 12,5 gr de sacarosa. Se colocan
375 ml de agua destilada en recipiente de vidrio y se agregan los ingredientes sélidos, revolviendo con
varilla de vidrio. Para obtener una correcta disolucidn del agar y un homogeneizado 6ptimo se realizan
de 5 a 7 ciclos de hervor en microondas, luego se agregan 125 ml de jugo de fruta. Se deja enfriar la
preparacién y previo a la solidificacion, se agregan 4,35 ml de Nipagin 5%. Finalmente, se vierte el
contenido en 45 placas de Petri aproximadamente, una vez que el producto se solidifica y se enfria, se

procede a su utilizacién o almacenamiento a 4°C.

Reconocimiento fenotipico del sexo

Durante la realizacion de los experimentos resulta indispensable reconocer fenotipicamente el sexo de
cada individuo, basandose en caracteristicas distintivas dadas por la presencia de dimorfismo sexual en
la especie. La distincion entre machos y hembras se realizé teniendo en cuenta; el mayor tamafio de
estas ultimas, la observacién del abdomen del macho, que posee tres segmentos fusionados en su
extremo terminal, visiblemente melanizados (observandose como una pigmentacién oscura) mientras
que el abdomen de la hembra no tiene fusionados estos segmentos y su coloracién es uniforme, ademas,
la terminacién del abdomen es ligeramente puntiaguda en contraste con la del macho, que es mas
redondeada. Por ultimo, la placa genital de la hembra se caracteriza por tener un érgano ovipositor,

mientras que la del macho esta formada por miltiples piezas, generalmente de coloracion oscura.

Estas caracteristicas son, por lo general, suficientes para el sexado, aun asi, en los momentos inmediatos
a la eclosion los patrones de pigmentacién pueden ser confusos, utilizindose como estructura auxiliar
en la distincién la presencia de peines sexuales (cardcter exclusivo del macho), conformados por una
hilera de aproximadamente 10 cerdas cortas y gruesas, de color negro y con apariencia de peine que se

localizan en la regién basal del tarso del primer par de patas.

La seleccién de las hembras virgenes de D. melanogaster se basa en el conocimiento de que estas no se
aparean dentro de las primeras 8 a 12 horas después de emerger de la pupa. Por lo tanto, utilizando esta
ventana de tiempo, se pueden recolectar virgenes, que se separaran de los machos, manteniéndose

aisladas en cultivo hasta que se necesiten. Ademas, para comprobar dicha condicidn, se examinan rasgos
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fenotipicos como la presencia de restos de meconio en el intestino (mancha oscura en la parte ventral
del abdomen) de las moscas que tienen pocas horas de haber emergido junto a la observacién de las alas
aun replegadas sobre el dorso y una coloracién tenue en comparacion con la de la hembra adulta de

mayor edad.

La importancia de seleccionar hembras virgenes para la totalidad de los experimentos planteados reside
en que de esta manera se controla la edad inicial de las hembras que se utilizan (siendo siempre menor
a 1 dia), y en el caso de que estas se apareen con machos de un genotipo en particular, permite tener
certeza de la descendencia obtenida, dado que las hembras de D. melanogaster son polidndricas (capaces
de aparearse con varios machos) y almacenan esperma durante un periodo prolongado, desde 5 dias a 3
semanas luego del apareamiento, como una estrategia que permite el desacople temporal entre el
apareamiento y la produccién de progenie (permitiendo una mayor fertilidad y el uso eficiente de los

gametos) asi como la competencia espermadtica y el uso selectivo del esperma (White et al., 2021).

Los machos se pueden recolectar en cualquier momento, con la mejor eficiencia de apareamiento cuando
tienen entre 3 y 10 dias de edad. El nimero de moscas necesarias para iniciar un nuevo cultivo varia,
principalmente segtin el genotipo y los requisitos especificos del experimento. Dependiendo del
objetivo, en términos generales, se requieren de 4 a 8 virgenes y un nimero menor de machos para cada

uno de los viales.

Protocolo de diseccion y tincion de ovarios de Drosophila melanogaster

Se comienza seleccionando las hembras correspondientes y se las coloca en un pocillo individual con
PBS 1X + Tritén 0.2%. Durante la diseccién se toma al ejemplar de D. melanogaster con un férceps
desde la parte anterior del abdomen mientras se ejerce una fuerza minima sobre el extremo posterior del
mismo con un segundo férceps, para retirar los 6rganos del sistema digestivo y finalmente los ovarios,
que deberdn ser colocados en PBS 1X, lo que permite el lavado de las estructuras para asegurarse de

que los ovarios estén limpios, libres de restos de otros érganos.

A continuacion, se procede a la fijacion de las estructuras, colocando los ovarios en un pocillo con
paraformaldehido al 4% durante 15 minutos. Finalmente, se realiza la tincién nuclear con 47, 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) durante 5 minutos y se realizan 3 lavados de 5 minutos con PBS + Trit6n
0,2%. Se lleva a cabo el lavado final de las estructuras en glicerol 50%. Las estructuras se reservan en
glicerol 50% para su posterior montaje. Para esto se colocan los ovarios en un portaobjetos debidamente
rotulado, sobre una gota de glicerol 50% y se cubren con un cubreobjetos, apoyando el mismo en un
angulo de 45° hasta que entre en contacto con el glicerol, evitando asi la formacién de burbujas que
puedan dificultar la posterior visualizacién. Se sella con esmalte de ufias y finalmente se procede a la

observacidén de las muestras en microscopio de fluorescencia con objetivo de 10X.
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La adicién de los reactivos se realiza utilizando micropipetas (20-200 ul) con tips amarillos. Los

preparados deberan mantenerse en oscuridad ya que los tintes fluorescentes son sensibles a la luz.

NOTA: Se utiliz6 un férceps para separar las ovariolas individuales, ejerciendo una leve fuerza desde

el tercio anterior de la longitud del ovario hacia el exterior.

Protocolo de inmunotincion de ovarios de Drosophila melanogaster

La diseccién y fijacion de las estructuras se realiza como se describié anteriormente, obteniéndose los
ovarios de las hembras de D. melanogaster. Luego de la fijaciéon y permeabilizacién del tejido, se
realizan 3 lavados de 5 minutos con PBS + Tritén 0,2% y se incuba con anticuerpo primario (AC 1°)
anti-GFP rabbit (1:100) durante toda la noche a 4°C, en agitaciéon suave para maximizar el contacto
antigeno-anticuerpo. Luego se realizan 3 lavados con PBS + Tritén 0,2 % y se incuba con el anticuerpo
secundario (AC 2°) anti-rabbit (Alexa 488) (1:200) durante 2 horas a temperatura ambiente y los dltimos

5 min se incuba con DAPI para la marcacién nuclear.

Nuevamente, se realizan 3 lavados de 5 minutos con PBS + Tritén 0,2% y un lavado final de las
estructuras en glicerol 50%. Se procede al montaje como se describié anteriormente. Finalmente se

procede a la observacién de las muestras en microscopio de fluorescencia con objetivo de 10X.

Obtencion y procesamiento de imagenes

Las imagenes obtenidas en los diferentes ensayos fueron analizadas con el programa de procesamiento
de imagenes de libre acceso ImageJ (Schneider et al., 2012), ajustdndose exposicidn, brillo y contraste

de manera idéntica para los conjuntos de imagenes comparadas.

Las imdgenes correspondientes a hembras adultas y ovarios en vista externa se obtuvieron utilizando

una cdmara digital AmScope MU300 integrada al microscopio estereoscopico.

Los ovarios montados se visualizaron en un microscopio de fluorescencia invertido Nikon Eclipse
TE2000-S utilizando el filtro UV-2E/C para evidenciar los nicleos marcados con DAPI y el filtro B-
2E/C para el caso de los ovarios con inmunotincién anti-GFP. Las imagenes se obtuvieron con una

camara de alta sensibilidad Nikon DS-Qi2 acoplada, con objetivo 10X.

Balanceadores en Drosophila melanogaster

Los cromosomas balanceadores permiten reconocer facilmente el genotipo de la progenie como
producto de un cruce especifico. Los balanceadores tienen tres caracteristicas esenciales; 1) presentan
al menos un "marcador" dominante, lo que significa una mutacién que causa un fenotipo visible
dominante, 2) tienen una mutacién letal recesiva, por lo que las moscas deben ser heterocigotas para
cada balanceador especifico que portan y 3) tienen multiples inversiones que evitan la produccion de
cruces viables entre el balanceador y su homélogo no balanceado durante la meiosis. Por lo tanto, las
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moscas con cromosomas balanceadores dan lugar a una progenie que tiene el balanceador o el
cromosoma homoélogo del balanceador, es decir, no dan lugar a descendencia con cromosomas
recombinantes entre el balanceador y su homdélogo. Ademads, como resultado de las inversiones, los
genes a lo largo de un cromosoma balanceador se colocan en un orden lineal diferente al de los genes a
lo largo del cromosoma homoélogo no balanceador del balanceador. En consecuencia, cuando ocurre un
entrecruzamiento entre un balanceador y su contraparte no balanceadora, los cromosomas
recombinantes resultantes, llamados cromatidas de intercambio, tienen el contenido genético incorrecto,

lo que conduce a una progenie inviable (Markstein, 2018).

Los balanceadores se nombran generalmente con una letra para su cromosoma (F para el primero, que
es la X; 5 para el segundo; y T para el tercero), con una M para miltiples inversiones, un nimero y una
letra mintiscula para identificar su lugar en una serie. El nombre a veces va seguido del simbolo genético
de los principales marcadores que lleva ese balanceador. El balanceador utilizado en los genotipos
descriptos a continuacién es TM6B (nombre real: In(3LR)TM6B, Antp[Hu] e[1] Tb[1]) con los
marcadores dominantes Humeral (Antp™) (moscas que presentan cerdas adicionales (3-6) en el hiimero,
algunas de ellas mas cortas de lo normal) y Tubby (Tb) (moscas con cuerpo mas corto en comparacién
con las de tipo salvaje) siendo este dltimo un buen marcador durante el estado de larva y pupa (Chyb,

Gompel, 2013).

Genotipos

Para llevar a cabo los experimentos se emplearon moscas con un alelo hipomérfico de dilp8
Mi{MIC}dilp8M7?  Dicho genotipo a su vez actda como reportero transcripcional de dilp8 para
observar la proteina fluorescente verde (eGFP) en el sitio de activacién transcripcional de dilp8 (Fig. 5),
pero aun asi esta linea no permite estudiar su dindmica de almacenamiento y liberacion, ya que la
dindmica de la proteina GFP puede no coincidir con la de DILPS. Los controles para esta linea fueron
w[1118] y su control de fondo genético dilp8[expl] generado en el laboratorio mediante excisi6n

perfecta del elemento Mi{MIC}.

Figura 5. Imagen TIRF de foliculos ovaricos de D. melanogaster pertenecientes a hembra virgen de 5 dias de edad de la
linea Mi{MIC}dilp8M°?7?7, Se observan los nicleos en azul de las células marcados con DAPI y en blanco y verde la expresién
de la proteina GFP que indica el sitio de activacion transcripcional de dilp8 en las células foliculares que rodean a los ovocitos
de estadio 14.
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También empleamos mutantes nulos para dilp8 generados previamente por el laboratorio mediante
reparacién homdloga mediada por CRISPR/Cas9, utilizando un tnico ARN gufa especifico (ARNg)
contra dilp8 (dilp8gRNA1) para guiar la actividad de la endonucleasa Cas9 de la linea germinal (nos-
Cas9.P) hasta el extremo 3' del locus dilp8, que codifica las cisteinas esenciales que son criticas para la
actividad de DILPS. Se obtuvo el alelo salvaje dilpS[{ag52] que se utilizé como control de fondo genético
y los alelos mutantes nulos dilp8[ag54)/TM6B, dilp8[ag51]/TM6B, dilp8[ag50]//TM6B vy
dilp8[ag55]ITM6B, los cuales presentaban cambios que afectaban la capacidad de formar los puentes
disulfuro intra- e intermoleculares caracteristicos de los ILPs (como se puede observar en la Fig. 6). En
este trabajo de tesis empleamos el alelo mutante dilpS/ag54]/TM6B y dilp8[ag50]/TM6B, este ultimo
porta una gran delecién que elimina toda la cadena A del péptido. Como alelo control de fondo genético

empleamos dilp8[ag52](Tabla 1).

Estos mutantes nulos confieren una ventaja experimental respecto al uso de ARNi (ARN de
interferencia) o mutantes hipomorfos; ya que el ARNi existente no elimina completamente el ARNm de
dilp8 y los mutantes disponibles son hipomorfos fuertes, pero no nulos, con lo cual si el sistema fuera

lo suficientemente sensible a bajos niveles de DILP8 podria verse enmascarado el fenotipo a estudiar.

Dilp8

dilp8alleles

ag52 (WT)
agod
ag51
ags3
ag55
ags0

80
SGKTHNKHHY)
SGKTHNKHHY)
SGKTHNKHHY)|
SGKTHNKHHY|
SGKTHNKHHY)]
CKYLDLDLRF

agh2 (WT)
agod
ag51
ags3
agss
ags0

C Peptide

ag52 (WT)
ags4
ag51
ag53
aghs
ag50

Figura 6. Secuencia de las proteinas codificadas por cinco alelos mutantes de dilp8 generados por reparacién homologa
mediada por CRISPR/Cas9. Los cuadros rojos indican los residuos de cisteinas conservados involucrados en la formacion de
los puentes disulfuros caracteristicos de los péptidos semejantes a insulina.

Ademds, en el disefio experimental inicial también se considerd el empleo del mutante nulo para Lgr3
Lgr3[ex1]/TM6B, y su respectivo control, Lgr3[exp2]/TM6B. Ambos fueron generados previamente en
el laboratorio, removiendo un elemento MB Minos Lgr3aMB06848 usando la transposasa MiET1, y
obteniendo tres escisiones precisas que sirven como controles genéticos de fondo (utilizando en este
caso Lgr3[exp2]), y un alelo de escisién imprecisa, Lgr3[ex1], que consiste en la eliminacién de 3.8 kb
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que elimina completamente el ex6én 8 y elimina parcialmente el exén 9. Lgr3[ex1] produce una
transcripcion con un codén de terminacion prematura (PTC) que trunca la proteina LGR3 un aminoécido
después de D326, codificando entonces para una proteina gravemente comprometida que es poco
probable que se una al ligando o a la sefial debido a un dominio de repeticion rico en leucina que se une
al ligando truncado y la ausencia de los siete dominios transmembrana (7TM) y el extremo carboxilo de
acoplamiento de la proteina G (Garelli et al., 2015). Finalmente, empleamos la linea stGFP::Lgr3, para

estudiar el patrén de expresion de Lgr3 en el ovario y 6rganos accesorios.

Los genotipos empleados se detallan en la Tabla 1, indicando la condicién que representan y la

abreviatura con la que se referird a dicho genotipo de aqui en adelante.

Tabla 1. Detalle de genotipo empleados durante la tesis de grado. Se indica la condicién correspondiente y la abreviatura.

Genotipo Condicion Abreviatura

w[1118];;Mi{MIC}ilp8MI00727-19 Mutante hipomorfo dilp8 dilp8M100727

;;dilp8[expl] Control de fondo genético dilp&8™!
w[1118];; Control genérico salvaje wiiis
;;dilp8[ag54]/TM6B Mutante nulo dilp8 dilp8'€>*
;;dilp8[ag50]/TM6B Mutante nulo dilp8 dilp8€>°
;;dilp8[ag52] Control de fondo genético dilp8>?
;;Ler3[ex1]/TM6B Mutante nulo Lgr3 Lgrj’e"1
;;Lgr3[exp2]/TM6B. Control de fondo genético Lgr3s®?
w;;stGFP::Lgr3 F17/TM6B Marcador de expresion de la proteina Lgr3*®

P{y[+t7.7] w[+mC]=GMR47A04-
GALA4 }attP2

;UAS-RFP/CyO;MKRS/TM6

endégena LGR3 mediante GFP

Permite expresién de GAL4 bajo el

control de secuencias dentro o cercanas

a Oamb

Permite la expresion de RFP al

combinarse con una linea GAL4
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Sistema UAS-Gal4

Una de las herramientas genéticas mds versdtiles y ampliamente utilizadas disponibles en D.
melanogaster es el sistema UAS-Gal4, este sistema permite expresar in vivo un gen, de manera dirigida
y especifica a cualquier célula y en cualquier momento del desarrollo de la mosca. El sistema consiste
en una linea “driver", que expresa un transgén que codifica Gal4 bajo el control de elementos promotores
o potenciadores especificos de tejido, y una linea “UAS” que responde a Gal4 y contiene un gen de
interés rio abajo de cinco o mas sitios UAS en tandem. Por lo tanto, el promotor bajo cuyo control se
localiza GAL4 determina el sitio y momento de expresion, y la secuencia UAS controla la expresion de

un gen blanco (Caygill, Brand, 2016).

Un simple cruce genético de estas dos lineas produce una progenie con el patrén de expresion especifico
de tejido deseado del gen de interés. La naturaleza modular de este sistema, con cada transgén
transportado en una linea separada, tiene muchas ventajas. El requisito especifico de la proteina Gal4
para la activacién de UAS significa que los transgenes de UAS que codifican productos génicos toxicos
o letales se pueden mantener de forma estable en una poblacién de moscas sin efectos perjudiciales.
Ademads, una tunica linea impulsora Gal4 puede acoplarse con miles de lineas UAS diferentes, y
viceversa, para lograr una gran variedad de patrones de expresion génica espacio-temporal (Caygill,

Brand, 2016).

Este sistema se utilizd para generar las lineas UAS-RFP/CyO; P{y[+t7.7] w[+mC]=GMR47A04-
GAL4}attP2  dilp8¢*/TM6B y UAS-RFP/CyO; P{y[+t7.7] w[+mC]=GMR47A04-GALA4 }attP2
dilp82¢>*/TM6B a partir de recombinar la linea P{y[+t7.7] w[+mC]=GMR47A04-GAL4}attP2 con
;;dilp8[ag52]/TM6B (alelo salvaje); y en paralelo con ;;dilp8[ag54]/TM6B (alelo mutante), una vez
obtenido el recombinante lo cruzamos con ;UAS-RFP/CyO;MKRS/TM6B (Tabla 1). De esta manera,
la F1 con el sistema UAS-GAL4 nos permitird evidenciar especificamente a las células foliculares
presentes en los foliculos completamente maduros de estadio 14, mediante la expresion de la proteina
fluorescente roja (RFP), tanto en moscas control que portan el alelo control, dilp8*>? como en moscas

mutantes que portan el mutante dilp8>*,

Estas lineas quedaran disponibles en el laboratorio para futuros experimentos en los que se plantee
emplear foliculos maduros de estadio 14, permitiendo la expresiéon de GAL4 bajo el control de
secuencias dentro o cercanas a Oamb (receptor de octopamina en “mushroom bodies”), como se observa

en la Figura 7.
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Figura 7. Imagen TIRF de foliculos ovaricos de D. melanogaster pertenecientes a hembra de 5 dias de edad de la linea
47A04-GAL4 dilp8 +**) > UAS-RFP. Se observan los nicleos en azul de las células marcados con DAPI y en rojo la expresion
de la proteina RFP que permite evidenciar especificamente a las células foliculares presentes en los foliculos completamente
maduros de estadio 14.

Ensayo de ovulacion

Para analizar si DILP8 y su receptor LGR3 estin involucrados en el control de la ovulacidn, se diseiid
un protocolo que permite contabilizar el nimero de huevos que depositan las hembras cada 24 hs. Se
comenzé ampliando el genotipo de cada linea de interés, el mutante hipomorfo de dilp8 (indicado de
ahora en adelante como dilp8M°7?7) y sus respectivos controles, un control genérico (w'''®) y uno de
fondo genético (dilp8*®"), el mutante nulo de dilp8 (dilp8*°°) con su respectivo control de fondo

genético (dilp8¢?) y, por tltimo, el mutante nulo Lgr3 (Lgr3®') y su control (Lgr3°*?).

Se seleccionaron hembras virgenes de 3-4 dias de edad para generar las distintas condiciones ensayadas,
cada vial representa una réplica bioldgica del experimento. En el caso de las virgenes, se colocaron 5
hembras virgenes por cada vial y para el caso de las apareadas, se colocaron 5 hembras virgenes en
presencia de 3 machos de genotipo control (w'''8, dilp8°?!, dilp8®?, Lgr3®®, segiin corresponda) en
cada caso. Pasados 4 dias, se realiz6 la puesta de huevos en condiciones estandarizadas, colocando a
esas mismas hembras (virgenes y apareadas) en placas de puesta que se renovaron cada 24 hs.
Finalmente, se llevé a cabo el conteo de los huevos depositados en estas placas analizando dos periodos
sucesivos de 24 hs. para luego expresar el resultado como el nimero de huevos puestos por cada hembra

cada 48 horas.

Es importante mencionar que el experimento se disefia de esta manera teniendo en cuenta un posible
fendmeno de aclimatacidn, ya que experimentalmente se observa que existe una diferencia entre el
nimero de huevos puestos por las hembras entre el primer y el segundo periodo de 24 hs., por lo tanto,
para equilibrar esta diferencia debida posiblemente al proceso de aclimatacion al nuevo ambiente en el

que se encuentran los individuos, se expresan los resultados de la forma anteriormente mencionada.
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Se debe aclarar que, en el caso de las hembras virgenes, los viales donde se las coloco durante los
primeros 4 dias se mantuvieron durante una semana adicional evaluando la aparicién de larvas, lo que

llevaria a descartar dicho ensayo si se detectara la presencia de huevos fertilizados.

La representacion grafica de los datos obtenidos para este experimento incluye el nimero de replicas
bioldgicas que se analiz6 en cada caso indicado entre paréntesis y a su vez, en la leyenda, se informa el

numero total de hembras de D. melanogaster para cada condicion.

Ensayo de ovulacion durante 10 dias

El ensayo se disefi6 de igual manera que el ensayo de ovulacién, extendiendo tnicamente el periodo
durante el cual se realizé el cambio de las placas de puesta y el conteo del nimero de huevos presentes
en las mismas cada 24 hs y durante 10 dias, expresandose los resultados en términos de niimeros de

huevos ovulados/hembra/dia.

Analisis del nimero de foliculos en el ovario

Luego del ensayo de ovulacion de 48 horas, esas mismas hembras fueron utilizadas para llevar a cabo
la diseccién y tincién con DAPI de los ovarios y el andlisis de estos luego de la fijacién bajo el
microscopio de fluorescencia. En este ensayo se contabilizé el nimero de ovariolas por ovario y el
numero total de foliculos por ovario, distinguiendo a su vez los foliculos maduros de estadio 14, foliculos
de estadio 14 temprano, y estadios inmaduros, considerando en conjunto a los foliculos previtelogénicos

(estadio 1-7), vitelogénicos (8-10) y de estadio 11-13.

Stage 1 2 3 4 5 6 7

DAPI image

Stage

DAPI image

Stage 12 13 14

DAPI image

Figura 8. Identificacion de los 14 estadios foliculares durante la ovogénesis de D. melanogaster (modificada de Jia, Xu,
Xie, et al., 2016).

La distincién de los distintos estadios de la ovogénesis se realizé siguiendo los criterios morfoldgicos

establecidos por King, 1970, identificando cada estadio mediante la observacién bajo microscopio de
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fluorescencia y la tincién nuclear con la sonda DAPI, de manera similar a la Fig. 8. En el primer caso,
la identificacién de los ovocitos de estadio 14 se realizé en base a la disposicién de los niicleos marcados
con DAPI de las células foliculares que acompafian al ovocito, experimentalmente se observo que estos
nicleos adoptan una disposicion lineal marcada solo cuando se encuentran completamente maduros
(Fig. 9A). Por el contrario, se contabilizaron como ovocitos de estadio 14 temprano a aquellos que por
su morfologia se hallaban en estadio avanzado definido por la ausencia de células nodrizas o presencia
de un remanente de los niicleos de estas células, pero que atn no presentaban la disposicién lineal
caracteristica de los nucleos de las células foliculares. Como foliculos inmaduros se consideré a todos

aquellos que aun presentaban claramente células nodrizas acompaifiando al ovocito (Fig. 9B).

La representacion gréfica de los datos obtenidos para este experimento incluye el nimero de ovarios
que se analizé indicado entre paréntesis y a su vez se informa el nimero total de hembras de D.

melanogaster para cada condicion.

Figura 9. Fotomicrografias de fluorescencia de foliculos ovaricos pertenecientes a hembras de D. melanogaster. Se
observan los ntcleos en azul de las células marcados con DAPI. En A se indican con flechas rellenas los foliculos de estadio
14. En B se indican con flechas vacias los foliculos de estadio 14 temprano y con punta de flecha los estadios considerados
inmaduros, a modo representativo.

Ensayo de viabilidad de huevo-larva

Como forma de evaluar si DILP8 efectivamente es requerido para mantener la viabilidad de los ovocitos
en el ovario, se comenzé analizando la viabilidad de huevo a larva (LL1) en condiciones estandar.
Nuevamente, al igual que para el ensayo de ovulacién, se comenz6 ampliando el genotipo de cada linea
de interés, considerando el ensayo para el mutante nulo de dilp8 (dilp8*¢>°) y su respectivo control de

fondo genético (dilp8*?).

Posteriormente, se disefiaron los cruces que se detallan en la Tabla 2. para evaluar si la presencia del
alelo mutante, en homo- o en heterocigosis afecta la viabilidad de la descendencia. Para generar cada
cruce se seleccionaron 5 hembras virgenes de 3-4 dias de edad y 3 machos del genotipo que corresponda.
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Tabla 2. Detalle de cruces entre hembras y machos de D. melanogaster homocigotas para el genotipo mutante y control.
Se indica en la dltima columna el genotipo resultante de la descendencia (F1) luego del apareamiento para cada cruce.

Genotipo macho (F0) Genotipo hembra (F0) Genotipo descendencia (F1)
dilp84 (+/+) dilp847 (+/+) dilp8 +/+
dilp8“*° (-1-) dilp8™7 (+/+) dilp8 -+
dilp8°®>? (+/+) dilp8*¢®° (-/-) dilp8 +/-
dilp8°¢®° (-/-) dilp8°¢®° (-/-) dilp8 -/-

Pasados 4 dias, se realizo la puesta de huevos en condiciones estandarizadas, colocando a esas mismas
hembras apareadas en placas de puesta que se renovaron cada 24 horas durante 2 dias consecutivos. Para
cada placa se realiz6 el conteo del nimero de huevos presentes, y al dia siguiente, se contabilizo el
numero de larvas, indicando la viabilidad de los ovocitos como el porcentaje de huevos del cual emergen

larvas.

Resistencia al ayuno y deshidratacion

Se ha descripto previamente que la falta de otros ILPs en los adultos de D. melanogaster hace que estos
presenten una mayor resistencia al ayuno que los controles, es por esto que se disefia este ensayo de
resistencia al ayuno y deshidratacion a fin de elucidar si este comportamiento se replica ante la ausencia

de DILPS.

Se da inicio al ensayo ampliando el genotipo de cada linea de interés, considerando particularmente para
este experimento al mutante nulo de dilp8 (dilp8*®*) y su respectivo control de fondo genético
(dilp8*®>). Se estudian 3 condiciones: hembras virgenes, apareadas y machos, que permanecen 5 dias
en viales con condiciones estdndar. Al cumplirse el quinto dia, se coloca a los animales en viales vacios

(en ausencia de agua y alimento) en un nimero no mayor a 20 individuos por vial.

Finalmente, una vez que los individuos son sometidos a condiciones de ayuno y deshidratacion, se
evalda la supervivencia cada 2 horas, contando los individuos que se observan muertos a través del vial

hasta que la totalidad de ellos fenezca, realizando un andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier.

Analisis de datos, diagramas vy estadistica

En todos los experimentos informados en esta tesis de grado, no se excluy6 ningin dato. Todos los
datos, incluidos los valores atipicos, estdn representados en las figuras y se utilizaron en los anélisis

estadisticos. No se hizo cegamiento y no se usé ningtin método en particular para atribuir individuos a

Pagina | 23



Tesis Final de Grado | UNS Dronseck Agustina

grupos experimentales. Se utilizé la version 8.0.1 de GraphPad Prism para el procesamiento estadistico

de los datos y la generacion de gréficos y diagramas.

En el andlisis estadistico el alfa se establecié en 0.05 para todas las pruebas, indicindose ns (no

significativo, p>0.05), * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001), **** (p<0.0001) segun sea el caso.

Los datos cuantitativos se sometieron a la prueba de Shapiro-Wilk y a la prueba Brown-Forsythe para
verificar normalidad y homocedasticidad, respectivamente. En aquel conjunto de datos donde fue
necesario, se llevé a cabo la normalizacién de los mismos. Luego, la comparacién entre las diferentes
condiciones se realizé mediante ANOVA simple (seguido de la prueba de comparaciones multiples de
Tukey) o prueba t de Student para muestras independientes, segin corresponda. Alternativamente, se
realizé una prueba de suma de rangos de Mann-Whitney para aquel conjunto de datos que no haya
podido ser normalizado. Unicamente se utilizé la prueba t de Student pareada para la comparacién de
los datos del nimero de huevos puestos/hembra en el seguimiento a 10 dias. Para la comparacion de la
distribucién de foliculos en el ovario se lleva a cabo una prueba de homogeneidad de Chi-Cuadrado. Por
ultimo, el andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier se someti6 a las pruebas Mantel-Cox (log-rank) y

Gehan-Breslow-Wilcoxon.

Los datos se representaron mediante diagrama de cajas y bigotes (box-whisker), siendo especialmente
utiles para comparar entre grupos de datos en el mismo grafico. En estos diagramas se resume la
informacion que contienen los datos utilizando como medidas de localizacion a los cuartiles (Q) y los
valores maximo y minimo. El diagrama consiste en un rectangulo (caja) limitado en su parte superior e
inferior por el tercer (3Q) y primer cuartil (1Q), que dejan tres cuartos (75%) de los valores de la variable
por debajo y un cuarto (25%) de los valores por debajo, respectivamente. La linea dentro de la caja
indica el valor de la mediana o segundo cuartil (Q2), mientras que el simbolo “+” dentro de la caja
representa la media muestral. Finalmente, los brazos de Tukey indican los limites superior e inferior,
fijados en %1.5 veces el rango intercuartil, por encima y por debajo de Q3 y Q1 respectivamente, esta
representacion permite graficar a los datos que sobrepasan estos limites como puntos individuales,
evitando exagerar el rango de la variable y resaltando a los posibles datos anémalos o “outliers”. Dicha
visualizacién proporciona una visién general de la simetria de la distribucién de los mismos; si la

mediana no estd en el centro del rectangulo, la distribucidn no es simétrica.

Los restantes datos experimentales se presentan como medias + el error estandar de la media (SEM) en
el caso del numero de huevos puestos/hembra en el seguimiento a 10 dias, mientras que se presentan
como graficos de barras o columnas para la distribucion de foliculos de diferentes estadios en el ovario

y para el ensayo de viabilidad.
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RESULTADOS

Identificacion del rol de DILPS en el ovario

La falta de dilp8 en hembras adultas de D. melanogaster provoca una disminucion de la ovulacién

El hallazgo de DILPS8 en el ovario, especificamente en las células foliculares de los ovocitos de estadio
14 y en el cuerpo residual que estas generan (conocido como cuerpo liteo), permite plantear la hipétesis
de que este péptido perteneciente a la familia de la insulina podria tener una funcién conservada,
actuando como una relaxina, participando en el desprendimiento de las células foliculares y/o relajando

el oviducto para facilitar el pasaje del ovocito hacia el dtero, permitiendo la correcta ovulacién.

Hipotetizando un posible rol de DILP8 durante la ovulacién, comenzamos analizando el nimero de
huevos puestos por cada hembra en un periodo de 48 horas, en hembras control y mutantes para dilp$8,
virgenes y apareadas con machos control. Primeramente, evaluamos este proceso en hembras mutantes
hipomorfas para dilp8 que presentan niveles reducidos de expresién de dilpS. Los datos obtenidos
muestran una disminucién altamente significativa en la ovulacién por parte de las hembras virgenes
mutantes hipomorfas, en comparacién con ambos controles (dilp8* y w!'!!®), dado que el promedio de
huevos depositados disminuye de 32 y 60 (para cada control respectivamente) a 1 huevo por hembra en

el mutante dilp8” (Fig. 10a).

Para el caso de las hembras apareadas, los resultados son diferentes (Figura 10a). En primer lugar, no se
observan diferencias en el nimero de huevos depositados entre las hembras mutantes hipomorfas y su
control de fondo genético (dilp8**), mientras que la diferencia resulta significativa cuando se compara
con el control genérico salvaje (w!''®), con una disminucién de aproximadamente 1.4 veces en la
ovulacién. Sin embargo, dado que existen diferencias significativas entre el control genérico y el control
de fondo genético (Fig. 10a), es pertinente destacar la importancia de utilizar los controles adecuados,
en este caso, la interpretacion de los resultados se modifica ampliamente segin se considere al control

118 ¢ al control de fondo genético dilp8* para comparar con el mutante hipomorfo dilp8”,

salvaje w
indicando que el fondo genético estd influyendo en el fenotipo observado, pudiendo llevar a una

conclusién errénea.

Ademads del andlisis del nimero de huevos puestos, llevamos a cabo la observacion en vista externa
(lateral y ventral) de la hembra adulta de D. melanogaster en las diferentes condiciones estudiadas,
poniendo principal atencidn al aspecto del abdomen, que suele encontrarse hinchado por el aumento de
volumen cuando las hembras presentan ovocitos retenidos en sus ovarios, dado que las estructuras
reproductivas se hallan en esta region corporal. Esta observacion directa sirve de complemento para
evaluar si la disminucién de la tasa de ovulacién observada en las hembras virgenes mutantes se asocia

con una menor produccién de huevos, esperando observar en este caso un abdomen de menor volumen,
Pagina | 25



Tesis Final de Grado | UNS Dronseck Agustina

o si existe un efecto de retencién asociado a dificultades durante la ovulacién que se corresponderia con

un abdomen hinchado que puede ser reconocible externamente.

Los resultados de esta observacién muestran que existe un mayor volumen abdominal en el caso de las
hembras dilp8" tanto virgenes (Fig. 10 j, k) como apareadas (Fig. 10 I, m), en comparacién con la
observacién de las hembras control (Fig. 10 b-i), lo que podria estar indicando que la produccién de

huevos no se interrumpe y que, por lo tanto, los ovocitos estin siendo retenidos en el ovario de la hembra.
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Figura 10. Disminucion de la ovulacion en hembras virgenes mutantes hipomorfas para dilp8. a. Diagrama de cajas y
bigotes indicando ndimero de huevos ovulados/hembra/48 horas para hembras virgenes y apareadas de D. melanogaster, control
wll18 y dilp8*!(+/+) , y mutantes dilp81'°°727(-/-) . Se indica entre paréntesis el nimero de replicas biolégicas (n) para cada
condicion, el nimero de hembras totales analizadas fue (98), (60), (86), (90), (31) y (100) respectivamente. El resultado de la
prueba ANOVA seguida de la prueba de comparacién multiple de Tukey se expresa con **** (p<0.0001), *** (p<0.001), **
(p<0.01) o ns (p>0.05) segtin el caso. La media se halla representada por el signo “+” en el diagrama. Los valores “outliers” se
identifican con circulos en el diagrama. b-m. Imagenes representativas en vista lateral y ventral de hembras adultas de D.
melanogaster de cada genotipo, virgenes y apareadas, control w//’® y dilp8?!(+/+) , y mutantes dilp8"1°°7?7(-/-)

Dada la minima expresion de dilp8 que puede presentarse en el mutante hipomorfo y que podria estar
enmascarando un posible fenotipo en hembras apareadas, decidimos evaluar la ovulacién en mutantes
nulos para dilp8, que carecen completamente de la hormona y en los que, por lo tanto, seria razonable
observar un efecto mayor en relacién a dicha ausencia. Al igual que observamos para las hembras
virgenes mutantes hipomorfas, las hembras virgenes mutantes nulas (dilp8”) también muestran una
diferencia altamente significativa en la puesta de huevos, siendo hasta 4 veces menor en comparacién
con su control de fondo genético dilp8”". Al analizar el nimero de huevos puestos por hembras apareadas
dilp8’- observamos una disminucion significativa en el nimero de huevos ovulados, siendo la magnitud
de este efecto menor al observado para las hembras virgenes, disminuyendo aproximadamente 1.2 veces
(Fig. 11a).
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Al igual que para las hembras dilp8M°727(-/-), también realizamos la observacion en vista externa del
aspecto del abdomen. En esta comparacién visual no se identifican diferencias en cuanto al volumen
abdominal entre las hembras virgenes mutantes y control (Fig. 11 b, c, f, g), aunque se puede destacar
el abdomen abultado de las hembras apareadas mutantes en comparacion con las hembras control (Fig.

11 d, e, h, i) pudiendo reflejar nuevamente el efecto de retencidon anteriormente mencionado.

(23) (20) (22) (13)
150 . . . virgenes apareadas

AR S
‘A4 2
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N® huevos ovulados/hembra/48h

Figura 11. Disminuciéon de la ovulacién en hembras mutantes nulas virgenes y apareadas para dilp8. a. Diagrama de
cajas y bigotes indicando nimero de huevos ovulados/hembra/48 horas para hembras virgenes y apareadas de D. melanogaster
de cada genotipo. Se indica entre paréntesis el nimero de replicas bioldgicas para cada condicion, el nimero de hembras totales
analizadas fue (116), (94), (111) y (63) respectivamente. El resultado de la prueba t de Student se expresa con **** (p<0.0001),
* (p<0.05) segtin el caso. La media se halla representada por el signo “+” en el diagrama. Los valores “outliers” se identifican

con circulos. b-i. Imdgenes representativas en vista lateral y ventral de hembras adultas de D. melanogaster de cada genotipo,
virgenes y apareadas, control dilp8*3 (+/+) y mutantes dilp8°°° (-/-).

virgenes apareadas

Luego de analizar el comportamiento diferencial que se da para el caso de las hembras apareadas
mutantes dilp8M°7?7(-/-) (que no presentan diferencias significativas en la ovulacién en comparacion
con su control) respecto de las hembras apareadas dilp8¢®° (-/-), que si muestran una disminucién
significativa, decidimos avanzar en la identificaciéon del rol de DILPS en el sistema reproductor
femenino utilizando dnicamente al mutante nulo de dilp8*¢° (-/-), ya que nos confiere una ventaja
experimental respecto a uso del mutante hipomorfo, dado que si el sistema fuera sensible a bajos niveles

de DILPS podria estar enmascarando el fenotipo a analizar.

En este contexto, planteamos analizar si las diferencias en la ovulacién durante las primeras 48 hs. se
mantenian a lo largo del tiempo, considerando un periodo de 10 dias durante el cual se registré el niimero
de huevos depositados por cada hembra cada 24 hs. Finalmente, la diferencia entre las hembras virgenes

control (dilp8*™*

) y mutantes (dilp8”) se mantiene a lo largo del tiempo, con valores de entre 20-35
huevos por hembra para el control, y de 1-10 huevos para el mutante (Fig. 12A), mientras que para las
hembras apareadas la diferencia en el nimero de huevos ovulados no resulta significativa para el periodo

estudiado (Fig. 12B). En conclusidn, la diferencia observada durante las primeras 48 hs. se mantiene en
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el tiempo para las hembras virgenes, siendo las hembras mutantes (dilp8™) las que depositan menor
cantidad de huevos que su control (dilp8*'*), mientras que para las hembras apareadas esta diferencia
resulta significativa para el ensayo de ovulacion durante 48 hs. pero no asi para el ensayo a 10 dias, para
el que no se hallan diferencias en cuanto a lo ovulacién en hembras mutantes y control. Aun asi, es
relevante mencionar que los resultados obtenidos del ensayo de ovulacién a 48 hs. se sustentan en un

mayor nimero de replicas bioldgicas en comparacién con este tltimo ensayo a 10 dias.
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Figura 12. La disminucién en la ovulacién se mantiene a lo largo del tiempo para hembras virgenes mutantes para dilp8.
A. nimero de huevos ovulados/hembra/dia durante 10 dfas para hembras virgenes control (dilp8?¢>?) (+/+) y mutantes (dilp8¢>)
(-/-). B. niimero de huevos ovulados/hembra/dia durante 10 dias para hembras apareadas control (dilp8%°?) (+/+) y mutantes
(dilp8*>°) (-/-). El niimero de replicas fue (4) para cada condicién, representando cada punto del grafico la media = SEM. El
resultado de la prueba t de Student pareada se expresa a la derecha del gréfico, siendo **** (p<0.0001) en (A) y ns (p>0.05)
en (B).

Posteriormente, procedimos a evaluar la organizacién de los foliculos dentro de los ovarios de las
hembras en las diferentes condiciones. Hipotetizamos que la disminucién en el nimero de huevos
depositados por hembras carentes de dilp8 podria deberse a que DILPS estd actuando a diferentes niveles
que no pueden diferenciarse inicamente con la informacién recopilada hasta el momento, es decir, la
ausencia de DILP8 en los mutantes nulos podria estar afectando el proceso de ovogénesis en si mismo

(formacién de un ovocito maduro) o la ovulacién (liberacién de un ovocito maduro desde el ovario).
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Primeramente, contabilizamos el nimero de ovariolas por ovario para las hembras mutantes dilp8”" y

8*/*, tanto virgenes como apareadas (Fig. 13a). Este valor es considerablemente fijo segiin

control dilp
los recursos bibliograficos consultados, variando solo de entre 16-20 ovariolas, en coincidencia con esto,
no hallamos diferencias significativas al comparar dentro de cada grupo. Notablemente, y en
contraposicion con la bibliografia, se observan diferencias altamente significativas al comparar a las
hembras control segiin sean virgenes o apareadas y lo mismo ocurrié para las hembras mutantes (Fig.
13a), sugiriendo que el apareamiento mismo lleva a una disminucién en el nimero de ovariolas por

ovario.

Luego de demostrarse una disminucién significativa en el niimero de huevos depositados por hembras
mutantes para dilpS, asociada a un abdomen hinchado, decidimos evaluar el nimero de foliculos
maduros en sus ovarios con el objetivo de dilucidar si el menor nimero de huevos depositados se
corresponde con un mayor numero de foliculos maduros retenidos en el interior de estas hembras.
Efectivamente encontramos que el nimero de foliculos maduros (ovocitos de estadio 14, completamente
desarrollados) resulta significativamente mayor en los ovarios provenientes de hembras mutantes
virgenes en comparacién con los ovarios de hembras virgenes control (Fig. 13B). Estos resultados
permiten plantear un rol de DILP8 durante la ovulacién actuando como un facilitador de este proceso,
ya que en aquellas hembras donde no hay expresién de dilp8, se observa una acumulacién de foliculos
maduros que han logrado avanzar en su desarrollo, es decir, la ovogénesis no se ve afectada, pero no

pueden ser ovulados normalmente, quedando retenidos en los ovarios de la hembra.

Sin embargo, esta diferencia en el nimero de ovocitos de estadio 14 no resulta significativa para las
hembras apareadas (control dilp8*y mutantes dilp8”) (Fig. 13b), dado que en ambos casos se alcanza
un promedio de 2 ovocitos de estadio 14 por ovario, estos resultados son concordantes con las
fotomicrografias de fluorescencia de los ovarios individuales (Fig. 13 h, j) en las que se advierten
numerosos estadios tempranos en desarrollo dentro de cada ovariola, con mayor intensidad de
fluorescencia debido a las presencia de numerosos niicleos asociados a las células nodrizas aun

presentes, y una escasa presencia de formas maduras.

Ademés, los resultados del ensayo tanto para las hembras virgenes como apareadas se acompafian con
fotografias representativas de los ovarios en vista externa luego de la diseccion (Fig. 13 ¢, e, g, 1) para
corroborar que estos fueron obtenidos de cada hembra en forma adecuada y manteniendo su estructura

normal, siendo indispensable para la correcta obtencién de los datos y su interpretacidn posterior.
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Figura 13. Las hembras virgenes mutantes para dilp8 muestran un aumento del niimero de foliculos maduros en sus
ovarios. Diagrama de cajas y bigotes indicando nimero ovariolas (a) y nimero de ovocitos maduros (estadio 14) (b) por ovario
para hembras virgenes y apareadas de D. melanogaster de genotipo control (dilp8¢*?) (+/+) y mutante (dilp8¢*°)(-/-). Para
ambos diagramas se indica entre paréntesis el nimero de ovarios analizados para cada condicién. (a) La prueba de suma de
rangos de Mann-Whitney resulta ns (p<0.05) para la comparacion entre hembras virgenes asi como el resultado de la prueba t
de Student para hembras apareadas. El resultado de la prueba de comparaciones multiples de Tukey resulta * (p<0.05), **
(p<0.01), respectivamente. (b) El resultado de la prueba t de Student es **** (p<0.0001), ns (p>0.05), respectivamente. La
media se halla representada por el signo “+” en el diagrama. Los valores “outliers” se identifican con circulos. c-j. Imagenes
representativas de ovarios de hembras adultas de D. melanogaster en vista externa y bajo microscopio de fluorescencia,
respectivamente. En vista externa, se observa la estructura del par de ovarios correspondientes a cada ejemplar luego de la
diseccion. En las fotomicrografias de fluorescencia se observan los ovarios montados individualmente con sonda DAPI para el
marcaje de los niicleos bajo filtro UV-2E/C.

Al evaluar la presencia de foliculos inmaduros en los ovarios pertenecientes a hembras control y
mutantes encontramos que, para el caso de las hembras virgenes, el nimero de formas inmaduras es
semejante entre dilp8™* y dilp8’- (Fig. 14A) mientras que se encuentra un mayor niimero de ovocitos
de estadio 14 temprano (siendo aquellos ovocitos que ain no presentan la disposicién lineal
caracteristica de los nicleos de las células foliculares) en las hembras virgenes control dilp8**. Esta
informacion permite una interpretacion méas acertada de las fotomicrografias de las Figuras 13 d y f, en
las que las diferencias no se observan a nivel de foliculos inmaduros, presentando una estructura ovérica
similar, sino que se dan particularmente por la presencia mayoritaria de ovocitos de estadio 14 maduros
en los ovarios de hembras mutantes dilp8” y de ovocitos de estadio 14 tempranos en los ovarios de las
hembras control dilp8**. Notablemente, a diferencia de lo que ocurre con las hembras virgenes, la
tendencia se modifica para las apareadas, hallindose un aumento significativo en el nimero de foliculos
inmaduros presentes en el ovario y un mayor nimero de ovocitos de estadio 14 tempranos en las hembras

mutantes dilp8”- en comparacién con su control dilp8*™* (Fig. 14B).
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Figura 14. Las hembras apareadas mutantes para dilp8 muestran un mayor niimero de foliculos inmaduros y de estadio
14 temprano. Diagramas de cajas y bigotes indicando nimero de foliculos inmaduros (A) y nimero de ovocitos de estadio 14
temprano (B) por ovario para hembras virgenes y apareadas de D. melanogaster de genotipo control (dilp8?°?) (+/+) y mutante
(dilp82s3°)(-/-). Se indica entre paréntesis el nimero de ovarios analizados para cada condicién. El resultado de la prueba t de
Student se expresa con ns (p>0.05), * (p<0.05), ** (p<0.01), *** (p<0.001), **** (p<0.0001) segun el caso. La media se halla
representada por el signo “+” en el diagrama. Los valores “outliers” se identifican con circulos.

Con el objetivo de complementar este resultado, estudiamos la distribucion de los diferentes estadios
foliculares hallados en los ovarios de las hembras. En ambas comparaciones, tanto entre virgenes como
apareadas la distribucién de los diferentes estadios no es homogénea, es decir, existen diferencias
significativas entre las hembras control y mutantes. Del andlisis de las hembras virgenes se evidencia
que el porcentaje de formas inmaduras es similar en ambos genotipos (dilp8**y dilp8"), mientras que
las diferencias estdn dadas principalmente por la distribucién de las formas avanzadas, con una mayor
representacion de ovocitos de estadio 14 tardio presentes en los ovarios pertenecientes a hembras dilp8
", en conjunto con una menor cantidad de ovocitos de estadio 14 temprano (Fig. 15A), esta diferencia
podria indicar una alteracién en el ritmo de ovulacién de hembras mutantes virgenes, ya que en las
hembras virgenes control, la ovulacién parece ocurrir a un ritmo normal y por lo tanto, no hay una
presencia marcada de ovocitos de estadio 14 completamente maduros (y preparados para ser ovulados)
en el ovario, y si se encuentran foliculos en desarrollo avanzado pero atin no completamente maduros,
como evidencia de un proceso activo de ovogénesis y ovulacién. En contraposicién, cuando las hembras
se aparean, la tendencia se invierte para el caso de los ovocitos de estadio 14 temprano, que representan

una mayor proporcién en las hembras apareadas mutantes dilp8” en comparacién con el control dilp8**

(Fig. 15B).

Los resultados expuestos hasta el momento indican que el apareamiento en si mismo es capaz de

producir cambios a nivel fisiol6gico que modifican el efecto que genera la ausencia de dilp8 en las
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hembras mutantes dilp8”", en la mayoria de los casos, disminuyendo la magnitud de dicho efecto,

respecto a lo observado en hembras virgenes.
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Figura 15. Las hembras virgenes mutantes acumulan ovocitos de estadio 14, mientras que las mutantes apareadas
acumulan principalmente estadios inmaduros. Graficos de distribucion de foliculos en cada ovario para hembras virgenes
(A) y apareadas (B) de D. melanogaster de genotipo control (dilp8?¢>?) (+/+) y mutante (dilp8¢°°)(-/-). Se distingue entre
ovocitos de estadio 14, ovocitos de estadio 14 temprano y foliculos inmaduros en todos los casos, expresando la distribucion
en porcentaje. El resultado de la prueba de homogeneidad de Chi-Cuadrado se expresa con *** (p<0.001) o **** (p<0.0001)
segln el caso.

Participacion del receptor de DILPS, LGR3, en el proceso de ovulacion

Considerando que el rol ejercido por DILP8 durante las etapas previas del desarrollo, como la
coordinacién del crecimiento de las distintas partes del cuerpo (Garelli et al., 2015) y la ejecucion del
PMP (Heredia, Volonté, Pereirinha, et al., 2021) es mediado y dependiente de la presencia de LGR3

como su receptor, evaluamos la participacién de este receptor en el proceso de ovulacion.

Primeramente, se lleva a cabo un ensayo de ovulaciéon empleando hembras mutantes nulas para Lgr3
(Lgr3”) y su control (Lgr3**), a fin de evaluar si la ausencia del receptor LGR3 imita el efecto

provocado por la ausencia de DILPS. Sin embargo, los resultados de este ensayo no son concluyentes
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dada la escasa viabilidad del mutante en homocigosis y la dificultad para obtener un niimero de replicas
bioldgicas significativo que permita el andlisis estadistico, aun asi, la tendencia observada para las

hembras virgenes se mantiene (Fig. 16).
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Figura 16. Diagrama de cajas y bigotes indicando niimero de huevos ovulados/hembra/48 horas para hembras virgenes
y apareadas de D. melanogaster de cada genotipo, Lgr3*! (+/+) y Lgr3¢??(-/-). Se indica entre paréntesis el nimero de
replicas biolégicas para cada condicion, el nimero de hembras totales analizadas fue (31), (3), (30) y (3) respectivamente. El
resultado de la prueba t de Student se expresa con * (p<0.05). La media se halla representada por el signo “+” en el diagrama.

En paralelo analizamos el patron de expresion de Lgr3 en el sistema reproductor femenino de D.
melanogaster, como una forma de identificar los tejidos o estructuras sobre los cuales podria estar
actuando DILPS, si es liberado desde las células foliculares de los ovocitos maduros (estadio 14) o del
cuerpo liteo luego de la ovulacién. Para este ensayo se disecciona el sistema reproductor de hembras de
la linea Lgr3*, que expresa el receptor LGR3 fusionado a una GFP, permitiendo identificar la expresion
de la proteina enddégena de Lgr3. Procedemos a su observacion luego de la inmunotincién con
anticuerpos 1° (anti-GFP) y 2° para amplificar la sefial de la GFP. No hallamos expresién de LGR3 en
las regiones especificas del ovario estudiadas, ni en las estructuras que forman parte del tracto
reproductivo o que acompaiian el mismo, como se observa en las Fig. 17A y 17B, en donde no hay
evidencia de expresion en el oviducto comiin como tampoco en las espermatecas. Aun asi, estos
resultados preliminares no descartan la hipédtesis de que DILP8 actda a través de su receptor LGR3 en
el sistema reproductor, sino que las técnicas deberian perfeccionarse y repetirse nuevamente en futuros
estudios, evaluando otras estructuras del tracto reproductor como asi también cerebro ya que no

descartamos que DILPS sea liberado y se una LGR3 a nivel del sistema nervioso central.
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Oviducto comun (2 Lgr3*)

Figura 17. Andlisis de la expresion de LGR3 en el sistema reproductor de hembras Lgr3%’ de D. melanogaster. A.
Fotomicrografia de fase y de fluorescencia. Se indica con una flecha la estructura del sistema reproductor que se estd analizando
(oviducto comtin), marcdndose los nicleos con DAPI y la expresion de LGR3 con sfGFP. B. Fotomicrografia de fase y de
fluorescencia. Se indica con dos flechas la estructura del sistema reproductor que se estd analizando (espermatecas),
marcandose los nicleos con DAPI y la expresion de LGR3 con sfGFP.

DILPS8 no participa en el mantenimiento de viabilidad del ovocito fecundado en condiciones

normales de cultivo de D. melanogaster.

Se conoce que, en forma semejante a los ovocitos de mamiferos que se mantienen viables por largos
periodos de tiempo en el ovario, las hembras de Drosophila son capaces de retener los ovocitos maduros
hasta el momento en que encuentren condiciones ambientales y nutricionales propicias para el desarrollo
del embrién. En condiciones de laboratorio los ovocitos maduros pueden ser retenidos hasta veinte dias
en el ovario sin pérdida significativa de la viabilidad (Wyman, 1979). Por lo tanto, hipotetizamos que la
expresion de dilp8 en el ovario también podria estar vinculada al mantenimiento de la viabilidad de los
ovocitos maduros, dado que este péptido se expresa justamente durante el periodo de tiempo en que

estos son almacenados en el ovario esperando la ovulacién.

En este contexto, para evaluar si DILP8 es requerido para mantener la viabilidad de los ovocitos en el
ovario, se analizo la viabilidad de huevo a larva (L1), representada como el porcentaje de huevos del
cual emergen larvas. Al analizar los resultados obtenidos no hallamos diferencias significativas en la
viabilidad para la totalidad de condiciones analizadas (Fig. 18), es decir, independientemente de si el
alelo mutante se presente en homo- o en heterocigosis, la viabilidad no se ve afectada respecto a un
ovocito salvaje, siendo del 80-90% en todos los casos. Estos resultados indicarfan que la presencia de
DILP8 no es requerida durante el proceso de embriogénesis y el desarrollo del primer estadio larval

(L1).
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Figura 18. DILPS8 no participa en el mantenimiento de la viabilidad de huevo a L1. Grafico de columnas indicando el
porcentaje de viabilidad de huevo a larva. Se evalia la viabilidad de la progenie resultante (F1) de los diferentes cruces,
indicando en el cuadro inferior el genotipo en cada caso para el alelo dilp8. El nimero de replicas fue (2) para cada condicion.
El resultado de las comparaciones multiples mediante prueba de Tukey fue ns (p>0.05) en todos los casos.

Hembras apareadas mutantes para dilp§ presentan una mayor resistencia al ayuno y

deshidratacion

En funcién de evaluar un posible rol metabdlico se llevé a cabo el anélisis de supervivencia de Kaplan-
Meier estudiando las curvas de supervivencia de 3 condiciones: hembras virgenes, apareadas y machos
apareados, cada una de ellas considerando genotipo control (dilp8*"*) y mutante (dilp8”) en condiciones
de ayuno y deshidratacion. No se hallaron diferencias significativas entre las curvas de supervivencia
de hembras virgenes control y mutantes (Fig. 19A), mientras que las diferencias resultaron altamente
significativas para las hembras apareadas (Fig. 19B), demostrando una mayor resistencia al ayuno y la
deshidratacion para las hembras apareadas mutantes para dilp8. Por ultimo, en el caso de los machos
apareados, los resultados de ambas pruebas estadisticas analizadas no son coincidentes, aun asi,
interpretamos que no existen diferencias entre las curvas dado que estds son altamente similares en
comportamiento y estructura y la mediana de supervivencia es igual para el control y el mutante (Fig.

19C).
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Figura 19. Hembras apareadas mutantes para dilp8 presentan una mayor resistencia al ayuno y deshidratacion. Curva
de supervivencia por Kaplan-Meier para hembras virgenes (A), apareadas (B) y machos apareados (C), genotipo control
dilp8*®? (+/+) y mutante dilp8*®>* (-/-). Los datos se representan en porcentaje, indicando con barras el error estandar (ES). Se
indican entre paréntesis primero el nimero de replicas bioldgicas seguido del nimero total de animales en cada caso. Las curvas
se analizaron mediante las pruebas Mantel-Cox (log-rank) y Gehan-Breslow-Wilcoxon, siendo el resultado para ambas ns
(p<0.05) en (A), *** (p<0.001) en (B) y, siendo diferencialmente * (p<0.05) para Mantel-Cox y ns (p>0.05) para Gehan-
Breslow-Wilcoxon en (C).
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DISCUSION

En Drosophila melanogaster, tanto las hembras virgenes como las apareadas son capaces de ovular tal
como muestran los resultados obtenidos. La ovulacién implica liberar un ovocito maduro desde el ovario
al oviducto lateral y el éxito de este proceso depende de una serie de eventos que deben ocurrir
practicamente en simultaneo. En primer lugar debe darse la ruptura folicular en un tnico ovocito, que
involucra el desprendimiento de las células foliculares somaticas que acompafian al mismo, ademas,
este ovocito como tal debe ser capaz de ingresar al oviducto, lo que requiere cambios a nivel de la
musculatura ovarica y de los musculos del oviducto, implicando una coordinacién compleja de eventos

entre diferentes estructuras presentes en el sistema reproductivo femenino (White et al., 2021).

Nuestros resultados muestran que la ausencia de dilp8 no suprime por completo la ovulacién, por lo que
es interesante plantear un rol de DILP8 como facilitador del proceso de ovulacién, participando en
paralelo en los diferentes eventos. Se conoce que la octopamina (OA), monoamina biogénica reguladora
central de la fisiologia y el comportamiento de los invertebrados en variedad de contextos bioldgicos,
se produce y libera en neuronas octopaminérgicas que inervan el tracto reproductivo femenino
ejerciendo sus efectos mediante la unién a sus receptores en las células diana que pueden ubicarse
localmente o en lejania (White et al., 2021). En particular, la OA modula la actividad de la musculatura
ovérica durante el proceso de ovulacion, aumentando la amplitud y la frecuencia de las contracciones
musculares, facilitando la liberacién del ovocito desde el ovario (Meiselman et al., 2018), sin embargo,
el receptor de OA y las vias de sefializacién que median este efecto siguen siendo desconocidas
actualmente. La expresion de dilp§ en las células foliculares de ovocitos maduros podria actuar como
una sefial que indique la presencia de ovocitos en condiciones de ser ovulados y que, por lo tanto,
participe en el inicio de la modulacién de OA sobre la musculatura ovdrica para facilitar dicho proceso.
Si bien es necesario un mayor nimero de replicas experimentales, la ausencia de LGR3 en el mutante
nulo (Lgr3™) nos estarfa mostrando una disminucién en la ovulacién de hembras virgenes, semejante a
lo observado en el mutante de dilp8 por lo que a pesar de no haber encontrado expresion de este receptor
en la region del oviducto estudiada no podemos descartar que DILPS esté actuando a través de LGR3,
ya sea en las terminales presindpticas del tracto reproductivo para aumentar la produccién sindptica de
OA, en tejido no neuronal en el tracto reproductivo, o centralmente en el sistema nervioso, para lo que
ya existen evidencias de este mecanismo durante el desarrollo (Garelli et al., 2015; Heredia, Volonté,

Pereirinha et al., 2021).

Como se menciona anteriormente, la ovulacién también requiere de modificaciones musculares a nivel
del oviducto. Se ha descripto que la inhibicion de la contraccién del musculo del oviducto es mediada
por el aumento de AMPc en las células musculares. Este aumento, a su vez, se ha relacionado con la

presencia de OA actuando a través del receptor B-adrenérgico (OctB2R) que se acopla a AMPc, aunque
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se desconoce actualmente la via de sefializacién por debajo del AMPc que culmina con la relajacién del

musculo del oviducto, permitiendo el pasaje del ovocito (White et al., 2021).

El papel de OA en la modulacion de la musculatura del oviducto parece ser conservado, ya que actia
como un inhibidor de la contraccién del oviducto en muchos insectos (Orchard, Lange, 1987; Hana,
Lange, 2017; Chowanski, Spochacz, Szymczak, Rosinski, 2017; Cook, Wagner, 1992; Bamji, Orchard,
1995). Sin embargo, en el grillo Gryllus bimaculatus, la aplicacién de OA al oviducto aumenta la
frecuencia y la amplitud de las contracciones espontdneas (Tamashiro, Yoshino, 2014), lo que sugiere
que en algunas especies otras moléculas pueden inhibir la contraccién del oviducto, como podria ser en
el caso de D. melanogaster, siendo DILPS liberado desde las células foliculares somaticas o desde el
cuerpo liteo quien participe en la relajacion del oviducto. Esto tendria concordancia con un posible rol
conservado dado que se trata de un péptido de la familia de las relaxinas, las cuales son producidas por
el cuerpo liteo y la placenta de mamiferos durante el embarazo, promoviendo el relajamiento de la
sinfisis pibica durante el parto, entre otras multiples funciones (Chow et al., 2012). DILP8 podria estar
ejerciendo esta funcién actuando a través de su receptor LGR3, dado que es un receptor acoplado a
proteina G que incrementa los niveles intracelulares de AMPc cuando se activa. De confirmarse que
DILPS8 actuia a través de LGR3 seria interesante identificar la via de sefializacion activada por DILPS,
pudiendo utilizarse moscas transgénicas que posean un elemento de respuesta a AMPc clonado rio arriba
de una RFP (CRE-RFP) (Garelli et al., 2015) para observar el patrén de expresion de RFP en las moscas
mutantes nulas para dilp8 y Lgr3 en comparacién con sus controles, evaluando las diferencias y

coincidencias en dicha expresion.

Esta hipotesis también permitiria explicar las diferencias observadas entre las hembras mutantes segtin
sean virgenes o apareadas, ya que en D. melanogaster los oviductos femeninos de las hembras virgenes
tienen mayor tono muscular y adoptan una conformacién de bucle que puede impedir el paso del ovocito.
Este tono muscular disminuye y el bucle se endereza después del apareamiento y la puesta de huevos
(Rubinstein, Wolfner, 2013), por lo que podria pensarse que la ovulacién esta dificultada desde un
principio para las hembras virgenes en comparacion con las apareadas, pero ademds, en las hembras
virgenes carentes de dilp8, la magnitud del efecto es atin mds marcada, y si bien, existe un efecto sobre
la ovulacién en las hembras mutantes apareadas este no se evidencia con claridad por los cambios

fisiol6gicos que provoca el apareamiento.

Por ultimo, resta analizar el proceso de ruptura folicular en el contexto de la ovulacién. Estudios previos
han descripto que la ruptura folicular (durante el estadio 14) requiere de la unién de la OA a su receptor
a-adrenérgico (OAMB) en las células foliculares somadticas, lo que provoca un aumento en los niveles
de Ca’" intracelular que activa a la metaloproteasa de matriz 2 (Mmp2) iniciando la ruptura del foliculo
(Deady, Sun, 2015). Ademas, para este proceso también se necesita la hormona esteroide 20HE y la

unién de esta al complejo heterodimérico formado por EcR (receptor de ecdisona) y Usp
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(ultraespiraculo), dos receptores nucleares que se expresan en las células somaticas, para estimular la
transcripcién de un factor ain desconocido que otorga al foliculo maduro la capacidad de responder a
los estimulos ovulatorios neuronales, es decir, a la sefial de OA (Knapp, Sun, 2017). Seria interesante
postular a DILP8 como este factor anteriormente mencionado, el cual podria estar actuando en el
contexto de la ovulacién en forma autocrina, sobre las mismas células foliculares de los ovocitos de
estadio 14 en las que se observa su expresion génica. Esto tltimo es probable dado que recientemente
los enfoques genéticos y gendémicos han revelados miles de genes que responden a la ecdisona,
reflejando la diversa gama de funciones bioldgicas inducidas por la hormona junto con el escaso
conocimiento sobre la regulacion molecular y caracterizacién funcional de los genes que responden a la

misma (McDonald, 2019).

Dentro de la fisiologia reproductiva de D. melanogaster es pertinente mencionar a la ovogénesis, como
un proceso que demanda grandes cantidades de nutrientes y energia, y se encuentra estrictamente
regulada. Aun asi, el hecho de que las hembras mutantes dilp8 producen huevos viables, tal como se
muestra en este trabajo de tesis, y que DILPS se expresa exclusivamente en las células foliculares en el
estadio 14, cuando la ovogénesis ya ha concluido, indican que DILPS no es necesario durante el mismo,
aunque su participacién en un bucle regulatorio de retroalimentacién no debe ser descartada.
Conociendo que la entrada y progresion en la fase vitelogénica de la ovogénesis estd regulada por
insulina y ecdisona, dos hormonas que en otros contextos son reguladas por DILP8 (Garelli et al., 2012),
es posible plantear que DILP8 producido en los ovocitos maduros podria inhibir la entrada en
vitelogénesis, participando en un mecanismo de regulacién negativa, donde actie como la sefial que
indica que se ha alcanzado un nimero suficiente de huevos maduros, con el fin de que los recursos
energéticos sean destinados a procesos diferentes a la ovogénesis, relacionados con la supervivencia o
mantenimiento del organismo y su homeostasis corporal, asociado al concepto de “trade-offs” o trueques

fisiolégicos.

Por otra parte, el apareamiento es otro evento importante que debe considerarse, ya que modifica
profundamente la fisiologia y el comportamiento de la hembra en D. melanogaster. Los sistemas de
sefializacién de la hembra interactian y son modificados por las moléculas masculinas transferidas
durante el apareamiento para provocar un subconjunto de cambios posteriores que se conocen como
respuesta post-apareamiento y que involucran cambios en la produccién y puesta de huevos,
receptividad, locomocién, alimentacién y tasa de ovulaciéon (White et al., 2021). Durante esta
interaccion, las hembras reciben esperma y un coctel de proteinas del liquido seminal secretadas por las
glandulas accesorias masculinas y las vesiculas seminales, en particular, la proteina seminal ovulina
modula la sefializaciéon de OA en el tracto reproductivo femenino promoviendo la ovulacién en las
primeras 24 horas post-apareamiento al aumentar la actividad de estas neuronas octopaminérgicas,

siendo su contribucién necesaria y suficiente para relajar la musculatura del oviducto, y demostrando
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un vinculo entre una proteina seminal y una via neuromoduladora endégena en la hembra que regula la

fisiologia reproductiva (Rubinstein, Wolfner, 2013).

Sin embargo, la falta de ovulina no suprime por completo la ovulacién, indicando que otras vias
adicionales deben contribuir al aumento de la ovulacién. Por ejemplo, en Drosophila y otros insectos,
se sabe que otros factores de sefializacion (p. ej., glutamato, proctolina e ILP7 de las hembras) son
importantes en la ovulacidén y la puesta de huevos. Estos resultados implican que otros estimulos que
aumentan la ovulacién podrian funcionar a través de mecanismos independientes, quizas distintos de la
sefializacion neuronal de OA (Rubinstein, Wolfner, 2013). En este contexto puede pensarse que la
funcién de DILPS en el ovario es similar a la que ejerce la ovulina luego del apareamiento, y esto lleva
a que en el caso de las hembras carentes de dilpS8, que se aparean con machos capaces de transferir la
proteina ovulina durante la copula, no se observen dificultades de tal magnitud durante el proceso de
ovulacién dado que el fenotipo estd siendo enmascarado por la presencia de ovulina y su actividad
redundante con la de DILPS. A esta hipétesis se suma el hecho de que se ha propuesto que la accién
principal de la ovulina es estimular la liberacién de los ovocitos maduros que se acumularon en las
hembras antes del apareamiento (Rubinstein, Wolfner, 2013), pudiendo ser el factor que libera el

bloqueo dado por la ausencia de dilp8 en las hembras luego del apareamiento.

Considerando que el patrén de expresion de DILP8 se observa tinicamente en las células foliculares en
el estadio 14, planteamos un posible rol de DILPS8 asociado al mantenimiento de la viabilidad de los
ovocitos maduros, sin embargo, la viabilidad de estos ovocitos resultd independiente de la ausencia de
dilp8 en los diferentes progenitores, permitiendo inferir que la presencia de este péptido similar a
insulina no es necesaria para el proceso de embriogénesis, es decir, el embrién desarrolla normalmente

y alcanza el estado de larva L1 aun en ausencia de la hormona.

Aun asi, dada la expresion de DILP8 tinicamente en el ovocito maduro, restaria estudiar si su presencia
alli puede estar asociada con el mantenimiento de la viabilidad de los ovocitos en caso de que estos sean
retenidos en el ovario durante un periodo de tiempo prolongado, pudiendo plantearse un ensayo de
retenciéon en donde mediante condiciones ambientales desfavorables o manipulaciéon neuronal se
induzca a las hembras a frenar la oviposicion, para luego evaluar la viabilidad de estos ovocitos
retenidos. La importancia de esta funcién podria asociarse a que el tiempo de retencién de ovocitos en
las hembras de D. melanogaster suele modificarse con las estaciones, asi como a lo largo de gradientes
latitudinales. Los genotipos de retencidn prolongada de huevos se asocian con una mayor viabilidad de
la pupa, una vida més larga incluso después de la inseminacién y una mayor fecundidad a bajas
temperaturas invernales que los genotipos de retencidn corta. Una posible explicacién es que un fenotipo
de retencion prolongada de huevos minimiza la pérdida innecesaria de potencial reproductivo, ya que
tanto las hembras virgenes como las apareadas de retencién prolongada retienen los huevos por més

tiempo a baja temperatura que las hembras de retencion corta. Esto es evidencia de que una retencién
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mads prolongada tiene un valor adaptativo para la supervivencia durante el invierno, ya que la capacidad
de reiniciar la poblacién una vez que llega la primavera dependeria principalmente de las hembras que

fueron fertilizadas en otofio (Akhund-Zade et al., 2017).

Ademas del rol de DILPS en la fisiologia reproductiva, evaluamos la biologia de DILP8 asociada al
metabolismo y la longevidad, dado que al igual que ocurre con la falta de otros dILPs (Gronke et al.,
2010), las hembras mutantes nulas para dilp8 apareadas, tienen mayor resistencia al ayuno y la
deshidratacién que las controles. La capacidad de los organismos para responder adecuadamente a los
cambios en su entorno es clave para la supervivencia y el éxito reproductivo. Una variable ambiental
esencial para todos los organismos es el suministro de alimentos y los procesos energéticamente
exigentes, como el crecimiento, el metabolismo y la reproduccion, se combinan con la nutricién
mediante vias de deteccién de nutrientes, como la sefializacién de insulina/IGF (IIS) y las vias TOR
(Target Of Rapamycin) (Edgar, 2006). Recientemente se ha descubierto que la actividad reducida de
ambas vias puede retrasar el envejecimiento y aumentar la resistencia al estrés y la vida util en
Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster y ratones (Broughton,

Partridge, 2009).

En el caso de D. melanogaster, la extension de la esperanza de vida asociada a la disminucién de la
actividad de la via IIS se produce a pesar de la duplicacién de los niveles de glucosa en la hemolinfa, un
fendmeno interesante cuando se ve a la luz de los efectos patoldgicos de la diabetes en los mamiferos
(Broughton et al., 2005). A su vez, en el género Drosophila se ha demostrado que los DILP pueden
actuar de manera redundante, halldindose sinergia y compensacién de expresion entre distintos DILP. En
particular, DILP6 en el cuerpo graso compensa la pérdida de DILPs en células neurosecretoras medianas
del cerebro, lo que demuestra que los DILP son parte de un sistema de retroalimentacion complejo entre
el sistema nervioso central y los tejidos periféricos como el cuerpo graso, que controla el desarrollo, el
metabolismo y la reproduccién (Gronke et al., 2010). De este modo, la mosca puede utilizar la presencia
de copias de DILP redundantes para restar importancia a las variaciones estocdsticas en la expresion o
secrecion de DILP en respuesta a condiciones externas variables (Kafri, Springer, Pilpel, 2009),
pudiendo pensarse a DILP8 como parte de este complejo sistema de sefializacion, permitiendo explicar
la ausencia de diferencias en cuanto a la resistencia al ayuno y deshidratacién para los machos y las

hembras virgenes mutantes para dilp8 con respecto a sus controles.

En paralelo, y considerando que la via IIS también juega un importante rol en el crecimiento de los
ovocitos, su desarrollo y maduraciéon (Das, Arur, 2018), recientemente se demostrd que existe una
comunicacion entre el cuerpo graso y el ovario de Drosophila que implica la sefializaciéon desde los
adipocitos, en respuesta a los distintos DILP producidos en el cerebro, hacia el ovario, controlando el
nimero de células madre germinales (CMG) y el proceso de vitelogénesis (Armstrong, Drummond-

Barbosa, 2018; LaFever, Drummond-Barbosa, 2005; Matsuoka et al., 2017). Dado que Lgr3 tiene una
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elevada expresion en el cuerpo graso de hembras adultas (Van Hiel et al., 2015) seria interesante
considerar una via inversa (ovario-cuerpo graso-cerebro) que involucre a DILP8 y LGR3, como parte
de un mecanismo de regulacion del proceso de ovogénesis, implicando una sefializacién nutricional de

los ovarios a las células neurosecretoras del cerebro para garantizar la asignacién de nutrientes.

Finalmente, los resultados obtenidos durante la realizacién de esta tesis de grado aportan informacién
relevante para la comprension de procesos basicos de la biologia que exceden el marco de investigacion
en Drosophila. En este contexto se puede mencionar el grado de conservacion evolutiva en el proceso
de ovogénesis entre especies distantes en términos evolutivos. Por ejemplo, la gametogénesis en la
mayoria de las especies se caracteriza por la formacion de cistos, es decir, grupos de células que se
originan a partir de una tinica CMG, los cuales presentan canales anulares y mitosis sincrénicas en todas
las especies estudiadas (Ogienko et al., 2007). El hecho de que la formacion de cistos se encuentre tan
extendida sugiere una gran importancia funcional (Pepling, de Cuevas, Spradling, 1999). En los machos,
las interacciones intercelulares dentro del cisto aseguran el desarrollo sincrénico de los espermatocitos
y permiten una distribucion libre de productos génicos entre todos los espermatocitos, que difieren en
el conjunto de cromosomas haploides (Braun, Behringer, Peschon, et al., 1989). En las hembras, el cisto
permite que una célula se especialice en un ovocito y reciba componentes esenciales para el desarrollo

desde las células restantes (Ogienko et al., 2007).

Otra caracteristica compartida por varias especies es la formacién de un foliculo como compartimento
especializado para el crecimiento y desarrollo de las células de la linea germinal. Un foliculo consta de
una (s) célula (s) de linea germinal y células foliculares (FC) somadticas. Se conoce ampliamente que la
produccién de huevos maduros se altera en ausencia de las FC, lo que sugiere su papel esencial en la
ovogénesis. A medida que se forma el foliculo, las células meidticas de la linea germinal, que son
ovocitos potenciales, se detienen en la profase meidtica I durante un periodo de varios dias a muchos
afios, segun la especie, mientras que el propio foliculo en su conjunto asegura el rdpido crecimiento del
ovocito y facilita la acumulacién de nutrientes esenciales para el futuro desarrollo del embrién (Ogienko

et al., 2007).

Ademas de los procesos a nivel reproductivo, también se debe tener en cuenta la conservacién evolutiva
de los componentes moleculares de la via de sefializacion de la insulina/factor de crecimiento similar a
la insulina (IIS) (Biglou et al., 2021), lo que en conjunto postula a Drosophila melanogaster como un
organismo modelo critico para el estudio de la funcién exacta de los dILPs en el ovario y su rol en el

metabolismo, conociendo que los resultados obtenidos pueden extrapolarse a otros organismos.
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