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RESUMEN

Se ha demostrado que la morfologia de algunas motoneuronas en Drosophila melanogaster
cambia entre e diay la noche, 1o que se conoce como plasticidad neuronal circadiana. Este tipo
de plasticidad neurona incluye una variaciéon del tamario, la distribucién y el nimero de los
botones singpticos a lo largo del dia, es decir, una remodelacion neurona diaria. Los
mecani smos biol 6gicos mediante |os cuales ocurren estas variaciones son aun desconocidos. En
este trabajo nos planteamos € objetivo general de determinar como ocurre el proceso diario de
remodelacion de los botones sindpticos de la motoneurona de vuelo MN5 de adultos de
Drosophila. Nuestra hipotesis es que este proceso de remodelacién incluye fagocitosis a cargo
de hemocitos. Los hemocitos son € componente celular del sistema inmune de Drosophila,
fagocitan patdgenos, y material apoptético y participan en la remodelacion del sistema nervioso
en desarrollo durante la metamorfosis.

Nuestra estrategia experimental general fue redizar disecciones de musculos de vuelo que
contactan con la MN5 de moscas adultas savajes y transgénicas en momentos especificos del
dia, en condiciones de luz/oscuridad, y realizar ensayos de inmunohistoguimica con anticuerpos
especificos para singpsis, analizando los resultados por microscopia laser confocal. Buscamos
evidencia de la presencia de material neuronal en €l interior de hemocitos localizados sobre los
mulsculos de vuelo. Para hacer visibles los hemocitos utilizamos una cepa de moscas
transgénicas que expresan Proteina Fluorescente Verde bgo e control de un promotor
especifico de hemocitos. Para detectar material neuronal utilizamos anticuerpos monoclonales
especificos para microtibulos de neurona o para una proteina de sindpsis, marcados con
fluorescencia roja. Para determinar si |a fluorescencia emitida por € marcador neurona estaba
dentro de los hemocitos, realizamos reconstrucciones tridimensionales de los mismos en un
microscopio laser confocal. Con este método cuantificamos la cantidad de hemocitos presentes
sobre los muscul os de vuel o en diferentes momentos del ciclo de luz/oscuridad, la proporcién de
hemocitos asociados a la ramificacion axonal de la MN5 y la proporcion de hemocitos con
material neurona en su interior.

L os resultados obtenidos nos permiten afirmar que los hemacitos fagocitan diariamente material
neuronal en la MN5 de adultos sanos de Drosophila, como parte de un proceso de remodel acion
de los botones singpticos. Demostramos también que existe una variaciéon estadisticamente
significativa del nimero de hemocitos sobre los musculos de vuelo en dos momentos distintos
del ciclo luz/oscuridad, siendo éste mayor durante la noche. Finalmente, también comprobamos
una variacion en la proporcion de hemocitos con material neurona en su interior, en este caso
mayor durante € dia.



INTRODUCCION

Plasticidad neuronal

El sistema nervioso esta conformado por gran nimero de neuronas que varian en forma,
tamafio, posicion y patrones de conexion. Esta riqueza morfol0gica del sistema nervioso
es reflgjo de su complejidad funcional (Ramén 'y Cajal, 1911). El desarrollo del sistema
nervioso esta determinado en parte por la informacion genética que porta cada
organismo en su genoma. El tamafio y la forma que adopta una neurona en un momento
dado del desarrollo o la vida de un organismo depende de los genes que ha expresado
hasta ese momento, en qué grado y con gqué patrén tempora lo ha hecho. El patron de
expresion génica de cada célula en desarrollo interacciona a su turno con el de todas las
demés células del organismo, tanto espacial como temporalmente. Cada neurona se
desarrolla en un “ambiente interno” conformado por el resto de las células y sus
productos extracelulares. A esta intrincada trama de interacciones reciprocas deben
agregarse los factores ambientales propiamente dichos, factores fisicos y quimicos

externos a organismo.

La morfologia y fisiologia que adopta € sistema nervioso en cada momento, depende
del resultado final de esta interaccion entre e genomay |las condiciones ambientales en
las que se expresa e mismo. La capacidad del sistema nervioso para adaptarse a los
cambios tanto del ambiente interno como del ambiente externo se denomina
“plasticidad neuronal”, e involucra complejas interacciones entre moléculas, células y

circuitos neuronales, llegando a nivel deinteracciones del organismo como un todo.

Una condicion ambiental que ha permanecido inalterada alo largo de toda la evolucion
de lavida es la rotacién terrestre. Desde su aparicion, 10s organismos han sido testigos
desde variaciones de la temperatura media o de la composicion de la atmésfera hasta
drasticos cambios geologicos. Sin embargo, desde que existe vida, la tierra siempre ha
rotado sobre su ge con un periodo de aproximadamente 24 horas, y |0s organismos han
debido adaptarse a una alternancia constante de horas de luz y horas de oscuridad, |0
gue se conoce como “ritmo circadiano”. La existencia de ciclos circadianos en la

plasticidad morfologica de las neuronas esta bien documentada en numerosos



organismos, entre ellos Drosophila melanogaster (revision en Mehnert y Cantera,
2011).

Drosophila es ampliamente reconocida como organismo modelo para € estudio del
desarrollo y la plasticidad del sistema nervioso, debido a que presenta diversas ventajas
que incluyen un corto ciclo de vida, larelativa facilidad parala construccion de distintas
cepas transgénicas y su mantenimiento en € laboratorio y € vasto conocimiento de su
biologia del desarrollo (Lessing y Bonini, 2009). Utilizando Drosophila como modelo,
se ha demostrado por g emplo laincidencia de condiciones ambientales sobre el tamafio
de algunas partes del cerebro, la cantidad o € tamafio de los axones e incluso la
cantidad de neuronas (Barth et a., 1997; Barth y Heisenberg, 1997; Technau, 1984). En
los dltimos afos se ha extendido ademés e uso del sistema GAL4/UAS (Brand y
Perrimon, 1993), que permite introducir en un organismo genes exogenos y dirigir su
expresion ectipica en tipos celulares especificos. En particular, es posible expresar
Proteina Fluorescente Verde (GFP, por su sigla en inglés) exclusivamente en un tipo
celular (g. glia o neurona) o gen especifico, acoplando |a secuencia de la GFP (unida a
UAS: sitio de unién upstream de GAL4) a un promotor especifico para dicho tipo
celular o gen (unido ala secuencia GAL4 de levadura) (Brand y Phelps, 1998).

El método se esquematizaen laFigura 1.
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Figura 1 - Sistema GAL4/UAS para la expresion ectopica de genes en Drosophila melanogaster. En
la cepa HMI-GAL4, UAS-GFP empleada en esta tesis, GAL4 esta unido a promotor de hemolectina,
especifico de hemocitos, y UAS esta unido a la secuencia codificante de GFP. De eso modo, los
hemocitos expresan también GFP, facilitando asi su deteccion. Imagen obtenida de Brand y Perrimon,
1993.



Ritmos circadianos

Los ritmos circadianos se definen como ritmos bioldgicos que presentan un ciclo de
oscilacion de aproximadamente 24 horas y que se mantienen en condiciones de
oscuridad constante (Pyza y Meinertzhagen, 1993). Son controlados por mecaniSmos
enddgenos y suelen estar sincronizados con las variaciones ambientales. Los relojes
biol6gicos circadianos implican una ventaja adaptativa para €l organismo, a permitirle
anticiparse a cambios ambientales diarios y gjustar su conducta y fisiologia a cada
momento del dia (Albertch, 2002). La seleccion natural ha favorecido entonces la
evolucion de relojes bioldgicos circadianos como adaptacion a los cambios de luz y

temperatura provocados por larotacion de la Tierra (Albertch, 2002; Panda, 2002).

Se han documentado cambios morfologicos, fisioldgicos y comportamentales de los
organismos que siguen un ritmo circadiano. Ejemplos de estos cambios son € ritmo de
actividad locomotoralvigilia y de reposo/suefio exhibido por muchos animales (Bell-
Pedersen et a., 2005; Alladay Chung, 2010). Se dice que esos ritmos estan controlados
por un reloj bioldgico endégeno cuando esos cambios contintan ocurriendo de forma
circadiana en condiciones experimentales de oscuridad continua, es decir en ausencia de
un ciclo de luz/oscuridad. Aun cuando no sean imprescindibles para generar los ritmos
circadianos, los ciclos de luz/oscuridad suelen modular la amplitud de los mismos.
Ademas, |os ritmos circadianos enddgenos pueden agjustarse alos cambios del ciclo luz

oscuridad, como los que pueden implicar las migraciones o el cambio de estaciones.

Existe evidencia molecular y filogenética que sugiere que |os mecanismos intracelulares
responsables por e mantenimiento del ritmo circadiano se establecieron antes de la
divergencia entre procariotas y eucariotas (Panda, 2002). Mamiferos, insectos y hongos,
construyen sus osciladores circadianos a partir de proteinas relacionadas y andlisis
gendmicos comparativos han revelado la conservacion de sus mecanismos subyacentes
(Young, 1998; Panda, 2002)

La primera evidencia de que un solo gen podia tener influencia sobre e ritmo circadiano
fue obtenida al identificar ciertas mutaciones en Drosophila que provocaban una
alteracion del periodo del reloj circadiano (Konopka y Banzer, 1971). Desde entonces,
Drosophila se ha confirmado como un excelente organismo modelo también para €
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estudio de los mecanismos de funcionamiento del reloj biolégico y su influencia sobre
distintos aspectos de lafisiologia y la conducta de |os seres vivos.

Plasticidad cir cadiana

Cambios circadianos en la morfologia celular han sido documentados en un amplio
rango de tipos celulares pertenecientes a diversos organismos, Vvertebrados,
invertebrados e incluso unicelulares (Basinger et a., 1976; Barlow, 2001; Lonergan,
1983).

Se ha propuesto el término “plasticidad circadiana” (Mehnert y Cantera, 2011) para
referirse alos cambios en la morfologia neuronal que siguen un ritmo circadiano. Pyza
y Meinertzhagen (1993, 1995) fueron quienes documentaron por primera vez la
existencia de este tipo de cambios, estudiando neuronas del centro visual de Musca
domestica, Calliphora vician y Drosophila melanogaster. Luego, en Drosophila, se
descubrieron cambios circadianos en la morfologia de las neuronas ddl reloj del CNS
(Fernandez et a., 2008) y de la unién neuromuscular (NMJ por su sigla en inglés) de la
motoneurona 5 (MN5) de vuelo (Mehnert et a., 2007).

La union neuromuscular es una estructura formada por las terminales de las
motoneuronas sobre los musculos sométicos. En  Drosophila, las uniones
neuromusculares se forman en el embridn, crecen en la larva y son eliminadas o
reorganizadas durante la metamorfosis para controlar |os musculos del individuo adulto
(Truman, 1990). Se sabe que los patrones de expresion génica, la morfologia y la
fisiologia de las uniones neuromusculares contindan cambiando desde los primeros dias
de vida adulta hasta sus fases mas tardias (Rivlin et a., 2004).

Como ilustralafigura 2, laplasticidad circadiana en la MN5 de Drosophila incluye una
variacion en el tamafio de sus botones sindpticos alo largo del dia (Mehnert et al., 2007,
Ruiz et a., 2010). Los axones de esta neurona presentan cientos de ramificaciones con
miles de botones sindpticos distribuidos alo largo de los dos muscul os longitudinales de
vuelo més dorsales (Mehnert y Cantera, 2011). El tamafio medio de estos botones es
més grande durante el dia que durante la noche. Este ritmo se mantiene en condiciones

de oscuridad constante, pero no ocurre en moscas mutantes nulos para los genes del

7



reloj period y timeless, demostrando que €l ritmo esta controlado por un reloj endégeno
(Mehnert et a., 2007). El nimero de botones de la MN5 también presenta variacion

circadiana (Ruiz et al. comunicacion personal).

a e 3 ;i i Figura 2 - Reorganizacion diaria de las
: terminales motoras y las vesiculas sinapticas en
Drosophila. A) Vista panordmica de la MN5

inervando los musculos dorsales de vuelo. La

imagen muestra una vista lateral de los masculos de
c / vuelo longitudinales més dorsales (el recuadro se

f usd para cuantificar ramificaciones) Barra; 10 ym .
B, C) Ejemplos representativos de terminaes
axondes marcadas con anticuerpos  anti-
horeseradish peroxisasa (HRP) durante € dia (B) y
la noche (C). Barra; 10 um. D) Tamafio promedio

de los botones sinapticos en dos ciclos consecutivos

d . - : e de luz/oscuridad (barras blancas y negras,
= : L EE F1,56=205.7, P<0.0001) y en dos ciclos
f 12 *Z: : ¥ consecutivos de oscuridad continua (barras grises y
g :R -: E 8 negras, P<0.00015, Duncan test). E) Tamafio de las
a [

=1
=]

’ = & W W yesiculas en las sindpsis neuromusculares de vuelo

==}

en condiciones de luz/oscuridad. Las vesiculas de la
zona activa muestran un cambio ritmico en su tamafio (Kruskal-Wallis Test, H (3, n 5 346) 5 11.968,
*P<0.05, **P<0.01). Figuratomada de Mehnert y Cantera, 2011.

Se desconocen los mecanismos celulares por medio de los cuales ocurre la disminucién
del tamafio y la cantidad de botones sinapticos en la terminal sindptica de la MN5. Sin
embargo, se han descrito dos mecanismos celulares de remocion de porciones axonales:
retraccion y degeneracion (Luo y O’Leary, 2005). En la retraccion, el proceso axonal es
graduamente empujado hacia atrds, y € material axona correspondiente es
transportado retrogradamente hacia secciones del axén mas préximas a soma. Por otro
lado, la degeneracion implica € desprendimiento y la fragmentacion de segmentos
axonales en pequefios trozos que luego son removidos por células fagociticas. Ambos
procesos estan muy regulados y pueden ser seguidos de nuevo crecimiento del axon
(Awasaki e Ito, 2004; Waitts et al., 2004; Saxenay Caroni, 2007). Este tipo de procesos
son comunes durante el desarrollo del sistema nervioso central de Drosophila, durante

el cua se producen draméticas remodelaciones de la morfologia neurona. Esas
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modificaciones incluyen la muerte celular programada de neuronas y la pérdida o

modificacion morfol 6gica de ramificaciones axonales.

Fagocitosis de material neuronal

Se ha demostrado que durante €l desarrollo del sistema nervioso tanto de ratén como de
Drosophila, las neuronas apoptoticas y los desprendimientos de material neuronal son
fagocitados por distintos tipos celulares; células gliales, hemocitos, e incluso células
musculares, tanto a nivel del sistema nervioso central como del sistema nervioso
periférico (Sonnenfeld y Jacobs, 1995; Cantera'y Technau, 1996; Awasaki e Ito, 2004,
Watts et al., 2004; Fuentes-Medel, 2009, Paolicelli et a., 2011).

A nivel del sistema nervioso periférico, se ha descubierto que durante el desarrollo
larval de Drosophila, muchos botones sinapticos de motoneuronas que fallan en
establecer contactos post-sinapticos estables con el musculo, se desprenden del axéon y
son fagocitados por la glia y las células musculares (Fuentes-Medel et a., 2009). La
supresion de la via fagocitica en estas células resulta en una acumulacion de
desprendimientos de materia neuronal y en un crecimiento sinaptico comprometido
(Fuentes-Medel et a., 2009). Estas observaciones apoyan la idea de que en la NMJ en
desarrollo, las ramificaciones axonales generan constitutivamente un nimero excesivo
de botones inmaduros, para luego desprender aquellos que no son estabilizados. Esto a

su vez requiere de lafagocitosis del material neuronal que se va desprendiendo.

S la variacion circadiana en € tamafio de los botones sinapticos a nivel de la
motoneurona adulta de Drosophila incluyera fagocitosis, una opcion es que la misma
estuviera a cargo de células gliales y musculares, tal como ocurre en la larva. Otra
posibilidad es que la fagocitosis de la terminal motora estuviera a cargo de los

hemocitos, |os fagocitos profesionales de Drosophila.

Origen y funciones de los hemocitos

La cavidad corporal de Drosophila, como la de todos los artropodos, esta llena de

hemolinfa (“sangre”) circulante que contiene células *sanguineas” denominadas



hemocitos. Los hemocitos derivan de células madre de origen mesodérmico y pueden
ser sésiles 0 mdviles. Representan e componente celular del sistema inmune de
Drosophila y una de sus principales funciones es la de fagocitar bacterias y células
dafiadas, o tejidos larvales que deben ser eliminados durante la metamorfosis (Lavine y
Strand, 2002).

Durante su etapa larval Drosophila melanogaster tiene varios miles de hemocitos, que
se pueden subdividir en tres tipos celulares segun su morfologia, funcion y en base a
marcadores moleculares. plasmatocitos, lamelocitos y células cristalinas (Lemaitre y
Hoffmann, 2007; Markus et al., 2009; Honti et al., 2010). Los plasmatocitos representan
entre € 90 y el 95% de de todos los hemocitos maduros en la larva y son fagocitos
profesionales analogos a la linea celular de macréfagos y monocitos de mamiferos
(Wood y Jacinto, 2007). Los lamelocitos son células relativamente grandes, chatas y
adherentes, que se encuentran exclusivamente en larvas enfermas (Markus et al., 2009),
y cuya principal funcion es la encapsulacion y neutralizacion de objetos demasiado
grandes para ser fagocitados. Las células cristalinas tampoco llevan a cabo fagocitosis,
representan un 5% de los hemocitos larvales y participan del proceso de melanizacion al
servir como células de sintesis, almacenamiento y liberacién de oxidoreductasas que

median lamelanizacion (Lemaitre y Hoffmann, 2007).

En Drosophila, los plasmatocitos provienen de dos fases hemacitopoiéticas espacia y
temporamente distintas del desarrollo del animal. La primera fase da lugar a los
plasmatocitos circulantes maduros que se observan en la larva y tiene lugar en €
mesodermo de la cabeza del embridén. La segunda fase se produce en la glandula
linfética de la larva, donde proliferan y se diferencian plasmatocitos que, de no mediar
compromiso inmune, entrarén en circulacion recién durante la metamorfosis. Al inicio
de la metamorfosis, la glandula linfatica libera gran cantidad de plasmatocitos
activamente fagociticos, Ilamados macrofagos pupales, que juegan un rol critico en €l
remodelamiento tisular a fagocitar células larvales apoptdticas (Lanot, 2000; Tepass,
1994). El organismo adulto no posee glandulas linféticas y no se observa proliferacion
de hemocitos, por lo que € organismo adulto presenta una poblacion uniforme de

plasmatocitos que conserva desde la etapa larval (Holz, 2003; Meiser, 2004).

Ademas de su rol en e sistema inmune fagocitando microorganismos invasores y
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secretando péptidos antimicrobianos, los hemocitos tienen otras funciones alo largo del
desarrollo de Drosophila. Los plasmatocitos patrullan el embrion fagocitando células
apoptoticas y a hacerlo, ayudan a dar forma a varios tejidos durante los cambios
morfol6gicos acaecidos durante la embriogénesis. Son ademas la principa fuente de
muchos componentes de la matriz extracelular, que sintetizan y secretan durante la
embriogénesis. Ambas funciones son vitales para €l desarrollo embrional, y unafalade
los plasmatocitos en llevar a cabo estos procesos tiene serias consecuencias. A
excepcion de agunas células apoptdticas del sistema nervioso centra en desarrollo, que
son fagocitadas por la glia, y de los desprendimientos de botones singpticos inmaduros
de las NMJ en crecimiento, que son fagocitadas por la gliay € musculo, hasta donde se
sabe todas las células apoptoticas en e embrion, lalarvay e adulto son fagocitadas por
los plasmatocitos (Wood y Jacinto, 2007).

Se sabe entonces que existe un proceso de remodelacion diaria de las ramificaciones
axonales a nivel de la MN5 de Drosophila, pero se desconocen |os mecanismos
celulares que explican esa remodelacion. En Drosophila, 10os hemocitos son las células
especializadas en la fagocitosis, por o que s la plasticidad circadiana de la NMJ

incluye fagocitosis, los hemocitos son un buen candidato parallevarlaa cabo.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si 10s hemocitos intervienen en la plasticidad circadiana de la motoneurona
de vuelo MNS5 de adultos de Drosophila melanogaster.

Objetivos especificos

1. Determinar si los hemocitos fagocitan material neuronal en las terminales

singpticas de laMN5 de Drosophila.

2. Determinar s existe una variacion a lo largo del dia en € nimero de hemocitos

asociados alaMNS5 de Drosophila.

3. Determinar s existe una variacion alo largo del dia en € nimero de hemocitos

asociados ala MN5 de Drosophila, con material neuronal en su interior.

HIPOTESIS

El proceso de remodelacion circadiano que se observa en las terminales motoras de la
MNS5 de Drosophila durante la vida adulta, incluye fagocitosis ritmica de material

neuronal por parte de los hemocitos.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Nuestra estrategia experimental genera fue realizar disecciones de musculos de vuelo
que contactan con la MN5 de moscas adultas salvajes y transgénicas en momentos
especificos del dia, en condiciones de luz/oscuridad, y redizar ensayos de
inmunohi stoquimica con anticuerpos especificos para singpsis, analizando |os resultados
por microscopia laser confocal. A continuacion se detalan los materides y

procedimientos empl eados.

Cepa de Drosophila melanogaster

Utilizamos moscas adultas de |la cepa HmMI-GAL4, UAS-GFP (Goto et a., 2003),
mantenidas en una incubadora a 25°C y en condiciones controladas de humedad, bajo
un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 horas y criadas en medio a base de harina de maiz,
glucosay levadura preparado con una receta estandar. Mediante el sistema GAL4/UAS,
los hemocitos de esta cepa expresan GFP bajo e control del promotor de del gen que

codificala hemolectina, una proteina que se expresa exclusivamente en hemocitos.

Para evitar la influencia del factor de género y de factores hormonales que pudieran
introducir variabilidad, en todos los experimentos se utilizaron hembras virgenes,
reconocidas por presentar las aas plegadas, € cuerpo sin pigmentar y e meconio verde
gue aparece en € extremo dorsal posterior del abdomen. Las hembras acanzan su
madurez sexua aproximadamente 6 horas después de emerger de la pupa. De este
modo, sexando y separando los individuos a medida que emergian pudimos obtener una
cantidad suficiente de hembras virgenes para andizar estadisticamente los datos
obtenidos, a las que dejamos madurar hasta alcanzar 5 dias de edad antes de ser

utilizadas en nuestros experimentos.

Diseccion delos miUsculos de vuelo dela M N5

El objetivo de la diseccion es obtener un trozo dorsal del térax que contenga los
musculos de vuelo longitudinales 5 y 6 que sinapsan con la MN5, para su observacion

directa o paralarealizacion posterior de los ensayos de inmunohistoquimica en diversos
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momentos del ciclo de luz/oscuridad (LD). Estos diferentes momentos dentro de un
ciclo LD reciben € nombre de Zeitbergers (ZTs). Se opté por analizar dos ZT
especificos, en base a resultados de experimentos previos (Ruiz y cols., comunicacion
persona): ZT 19 (5 horas antes de que se apague la luz) y ZT 7 (7 horas luego del

comienzo del periodo de 12 horas de luz). (Ver fig. 3).

ZT7 disecciones ZT 19
Y

12 horas de luz 12 horas de oscuridad

Figura 3 — Esquema tempor al de las disecciones

En primer lugar las moscas colectadas en cada ZT seleccionado (n > 5) fueron
anestesiadas con Oxido nitrico generado por un surtidor Inject+Matic Sleeper vy
colocadas sobre un porta objeto en una gota de PBS 1x. En cada experimento, las
moscas fueron decapitadas en un lapso menor a5 minutos a partir del comienzo de cada
ZT vy fijadas en paraformaldheido 4% sobre hielo, durante 1 horay cuarenta minutos.
Durante ese lapso se completaron las disecciones del torax para la obtencion exclusiva
de los musculos de vuelo de interés. Para ello, con una pinceta y una aguja, se corto €l
abdomen, las alasy las patas de cada mosca . El torax se cortd sagitalmente en direccion
dorso-ventral conservando una de sus dos mitades, alaque sele retird lamitad ventral y
la mayor cantidad posible de cuticula. Se obtuvo asi una pequefia porcion de la parte
dorsal del torax que contiene los musculos de vuelo 5 y 6. Pasado € tiempo de fijacion,

realizamos 3 lavados en de 15 minutos en PBS 0.3%.

Las muestras fueron luego o bien directamente montadas en glicerol 80% para su
andlisis en un microscopio invertido de fluorescencia, o bien sometidas a tincion
inmunohi stoquimica con anticuerpos monoclonales para su posterior observaciéon en un

microscopio confocal, tal como se detalla méas adelante.

Cuantificacion dela cantidad de hemocitos sobr e los mUsculos de vuelo

Para determinar una eventual variacion circadiana en la cantidad de hemocitos presentes
sobre e musculo de vuelo de la MN5 en los distintos ZT seleccionados, se analizaron
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los preparados de las disecciones de musculos de vuelo correspondientes, haciendo uso
de un microscopio invertido de fluorescencia (Olympus 1X81) equipado con una camara
digital (Olympus DP71), contabilizando |la cantidad de hemocitos presentes en cada
muestra segun el siguiente procedimiento. Cada preparado fue fotografiado en 5 planos
focales separados 20 micras entre si con un lente de 20x, y las 5 fotografias fueron
superpuestas digitalmente. Luego, haciendo uso del software de procesamiento de
imagenes "Adobe Photoshop”, en cada superposicion de 5 fotografias se trazd una linea
paralela a las fibras de los musculos de vuelo que pasase por una porcién del escutelo
del térax. Se contaron los hemocitos observables dentro del area delimitada por lalinea
trazada y el borde dorsal de la diseccion. La cantidad de hemocitos de cada muestra fue
dividida por e area total de la muestra, medida en pixeles, con € fin de normalizar la
cantidad de hemocitos respecto a la variacion del tamafio de cada muestra (ver fig. 4).
Se realizaron 3 experimentos independientes siguiendo € mismo procedimiento, y
luego de los andlisis estadisticos correspondientes (ver mas adelante) los datos fueron

agrupados.

hml-Gal4;UAS-GFP (20x)

Figura 4 — Metodologia para la cuantificacion de hemocitos sobre los musculos de vuelo

longitudinales que hacen sinapsiscon la MN5. Ver detalles en el texto.
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Determinacion de la presencia de material neuronal en € interior de

los hemocitos

Para documentar si encontrabamos material neuronal dentro de los hemocitos, |levamos
a cabo ensayos de inmunohistoquimica de los musculos de vuelo 5 y 6 de moscas de la
cepa HMI-GAL4, con dos anticuerpos primarios monoclonales especificos para
proteinas expresadas exclusivamente en neuronas. Los anticuerpos utilizados fueron
22c10 y nc82. El antigeno de 22c10 es la proteina Futsch, que esta asociada al
citoesgueleto axonal en todos los compartimientos celulares de algunas neuronas del
sistema nervioso central y de todas las neuronas del sistema nervioso periférico (Fujita,
1982). El antigeno de nc82 es la proteina especifica de sindpsis Bruchpilot, un
componente de las zonas activas presingpticas, € sitio en € que se liberan los
neurotransmisores (Wagh et al., 2006). Ninguna de las dos proteinas es expresada en

hemocitos.

Luego de la diseccion y fijacion de las muestras de térax, tal como fue descrito
anteriormente, éstas se lavaron con PBS 1x y PBST 0.1%, y se incubaron en los
anticuerpos primarios de raton anti-Futsch (dilucion 1:50 en PBTA 0.1%) o anti-
Bruschpilot (dilucion 1:100), durante toda la noche, a 4°C. Posteriormente se realizaron
varios lavados en PBST 0.1% y se incubd en una dilucion 1:1000 de anticuerpo
secundario Cy3 cabra anti-ratén (Jackson Inmuno Research), en oscuridad y hielo y
sobre un Shaker. La incubacion se cortd con lavados en PBST 0.1% y PBS 1x, sobre
hielo. Las muestras se dgjaron en glicerol 80% hasta el momento de su montge en

portaobjetos, también en glicerol.

Con los preparados marcados con anticuerpos contra material neuronal, realizamos
reconstrucciones tridimensionales de los hemocitos con un microscopio laser confocal
(Olympus Fluoview FV300). Cada reconstruccion fue hecha a partir de una serie de
fotografias tomadas alo largo del ge z distantes 0,3 micras entre si. De este modo, Si en
un punto se observa marcador neurona rodeado de GFP en los tres planos del espacio,

se puede afirmar que el material marcado esta completamente dentro del hemocito.
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Variacion de la proporcion de hemocitos con mar cador neuronal en su
interior

Siguiendo € procedimiento detallado en el apartado anterior, contamos la cantidad total
de hemocitos y la proporcion de los mismos que se encontraba en contacto con € axén
de la MN5 en cada muestra Luego, en cada preparado reconstruimos
tridimensionalmente diez de los hemocitos que se encontraban tocando un axon y

determinamos cuéntos de ell os contenia marcador neuronal en su interior.

Andlisis estadistico

Para procesar estadisticamente los datos obtenidos se utilizd € programa de andlisis
estadistico "Statistica 9". Con los tests de Shapiro-Wilk y Levene (ANOVA), se
determind respectivamente la normalidad y homogeneidad de varianza de cada grupo de
datos, con un p valor de 0,05. Cuando los datos eran homogéneos y normales, se realizd
el andlisis paramétrico de ANOVA vy posteriormente € test Pos Hoc de Tukey para
comparar pares de muestras entre si, estableciendo e nivel de significancia de p< 0,05.
Cuando los datos no eran homogéneos y normales, se realizaron tests no parameétricos
considerando las variables independientes y estableciendo €l nivel de significancia de
p< 0,05. Los test no paramétricos empleados fueron Mann-Whitney para comparar dos

muestras entre si y Kruskal-Wallis para comparar mas de dos muestras entre si.
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RESULTADOS

A continuacién se resumen los principales resultados obtenidos en esta tess.
Primeramente, cabe resaltar como resultado que el empleo de la cepa hml-GAL4;UAS-
GFP en nuestros experimentos confirma por primera vez la expresion de GFP en los

hemocitos de individuos adultos de Drosophila melanogaster (ver figurab).

hml-Gal4;UAS-GFP

Figura 5- Expresion de GFP en hemocitos de hembras adultas de Drosophila melanogaster.

Estos hemocitos fueron facilmente distinguibles y cuantificados sobres los musculos de

vuelo que sinapsan con laMN5 gracias ala expresion especifica de GFP (ver figura 6).
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hml-Gal4;UAS-GFP (20x) hml-Gal4;UAS-GFP (20x)

Figura 6 — Confirmacién de la presencia de hemocitos sobre los misculos de vuelo de la MN5. Se

observan dos disecciones tipicas de los musculos de vuelo, dorsal hacia arribay frontal hacia laizquierda.

Los restos de cuticula torécica aparecen en color dorado. En verde, hemocitos marcados con GFP.

Una vez confirmada la presencia de hemocitos en los musculos de vuelo bajo estudio,
estos fueron cuantificados a ZT 19y ZT7, afin de identificar s existian diferencias en
la cantidad de hemocitos presentes en la NMJ de la MN5 a lo largo de distintos

momentos del ciclo de luz/oscuridad (LD).

El grdfico de la figura 7 muestra los datos reunidos de tres experimentos
independientes. Durante la noche (ZT 19), la cantidad de hemocitos es

aproximadamente un tercio mayor que durante el dia (ZT 7).

Figura 7 - Cuantificacion de hemocitos
50 .
ek sobre los musculos de vuelo de la MN5 en
dos momentos del ciclo LD. El gréfico
40 representa el promedio de hemocitos hallado
sobre los mUsculos de vuelo aZT 19y ZT 7
30 57 de tres experimentos independientes. El ge
de las “y” representa el promedio de
20 hemocitosy el eje delas “x” el ZT analizado
(Test estadistico ANOVA, p=0,004).
10
IT 7
n=24
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Ademas de contabilizar la cantidad total de hemocitos por ZT en e area de los musculos

de vuelo definida previamente (ver estrategia experimental), se contabilizé la

proporcién de hemocitos en contacto directo con e axén de laMNS5, identificado con

marcador de singpsis Bruchpilot (figura 8) y el marcador de citoesqueleto axonal Futsch

(figura9).

hml-Gal4;UAS-GFP / nc82 (40x - zoom 4)

hml-Gal4;UAS-GFP / 22¢10 (40x - zoom 3)

Figura 8 - Ejemplo de
hemocito en contacto con un
axén marcado con anti-
Bruschpilot. La imagen muestra
una proyeccion de 34 planos
focales distantes 0.2 micras entre
si. En verde, hemocito
expresando GFP. En rojo, sefial
de marcgje axona de la MN5
con anticuerpo  monoclonal

especifico de sinapsis nc82.

Figura 9 - Ejemplo de
hemocitos en contacto con
axones marcados con anti-
Futsch. La imagen es una
proyeccion de 56 planos focales
distantes 0.2 micras entre si. En
verde, hemocito expresando
GFP. En rojo, sefial de marcaje
axonal de laMN5 con anticuerpo
monoclonal especifico  de
citoesqueleto 22¢10.
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El gréfico de la figura 10 muestra los resultados de la proporcion de hemocitos en
contacto con & axon de la MN5 en cada ZT analizado. Contrario a lo que muestra la
cuantificacion de hemocitos totales por area de musculo, la proporcién de hemocitos en
contacto con el axon es aproximadamente un tercio mayor durante e dia (ZT 7) que
durante lanoche (ZT 19).

0,5 Figura 10 - Proporcion de hemocitos
* tocando e ax6n de la MN5 en dos
0.4 | momentos del ciclo LD. El gréfico
0,37 representa e promedio de hemocitos en
0.3 contacto con €l axon delaMN5aZT 19y
0,27 ZT 7 de tres experimentos independientes.
El gje delas“y” representa el promedio de
0.2 hemocitos en contacto con el axény el gje
de las “x” @ ZT analizado, (Test Mann-

0.1 Whitney p=0,008).

ZT 7

Finalmente, una vez demostrada la interaccion fisica directa entre el axon de laMN5 y
los hemocitos, y que esta interaccion se ve modificada dependiendo del momento del
dia, quisimos determinar s estas células efectivamente eran capaces de fagocitar
material neuronal normalmente, como parte de un proceso de remodelacién circadiana
de las terminales motoras. Para ello se analizo la presencia 0 no de material neuronal en

el interior de los hemocitos presentes en laNMJ de la MN5.
Lafigura 11 muestra un ejemplo representativo de | as reconstrucciones tridimensionales

gue permitieron detectar la existencia de material sindptico en € interior de los

hemocitos.
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Figura 11 — Hemocito con material neuronal en su interior. A laizquierda, proyeccién alo largo del
gje z de 32 planos focal es separados entre si por 0,2 um. A la derecha, un plano focal de la misma seriey
su correspondiente vista ortogonal en gjes x e y. En verde, hemocito expresando GFP. En rojo, sefial de

marcaje axonal de laMNS5 con anticuerpo monoclonal especifico de sindpsis nc82.

El gréafico de la figura 12 muestra los resultados de la proporcion de hemocitos en
contacto con el axon de la MN5 con materia neuronal en su interior, en cada ZT
analizado. La proporcién de hemocitos tocando axones con material neuronal en su
interior es aproximadamente un tercio mayor durante el dia (ZT7) gue durante la noche
(ZT19).

* Figura 12 - Proporcién de hemocitos tocando

0,5 |
0,46

el axon de la MN5 con material neuronal en
su interior, en dos momentos del ciclo LD. Se

04 reconstruyeron tridimensionalmente, 52 y 60

0,32 hemocitos que se encontraban tocando un axén

0,3 . .
en 34 y 46 proyecciones en € ee z, para

0.2 determinar si poseian material neurona en su
’ interior, a ZT7 y ZT 19 respectivamente. El ge

0.1 de las “y” representa el promedio de hemocitos
’ en contacto con € axén con material neurona

ensuinterior y el gedelas“x” el ZT analizado.
(Test Mann-Whitney p=0,008)
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DISCUSION

En primer lugar, los resultados aqui presentados demuestran que los axones de la MN5
gue inervan los musculos de vuelo en Drosophila melanogaster son fagocitados
diariamente por los hemocitos. Es importante resaltar que este es € primer reporte de
este fendmeno en adultos ya que fue descrito anteriormente Unicamente en larva (Wood
y Jacinto, 2007), y que éste fendmeno se observa en individuos adultos y sanos, esto es,
individuos con su sistema nervioso completamente desarrollado y sin estar en
condiciones de estrés inmune o atravesando algun proceso de neurodegeneracion. Por
tanto este seria un proceso norma de remodelaciéon o reciclgje diario de materia

neuronal y no parte de un proceso patol dgico.

La participacion de los hemocitos en e remodelamiento de tejidos durante el desarrollo
de Drosophila ya ha sido demostrada (Franc et a., 1999; Jacinto y Wood, 2007). Sin
embargo, no encontramos referencias en la bibliografia que describan un rol para estas
céulas del sistema inmune en e mantenimiento del sistema nervioso en individuos
adultos y sanos, por |o que este trabajo representaria también el primer reporte de este
fendmeno, en lavida adultay no como parte del desarrollo inicial del tejido nervioso.

Los mecanismos de reconocimiento del material neuronal a ser fagocitado en este
proceso de remodelacion neuronal diario, podrian ser similares a los ya conocidos para
los diferentes procesos biologicos ya descritos para los hemocitos, en los procesos
patol 6gicos de infeccion y durante la remodel acién de tejidos durante la metamorfosis.

Se conoce que, durante los procesos de infeccién, los hemocitos son capaces de
reconocer patégenos y otras entidades que deben ser fagocitadas gracias a sus receptores
de reconocimiento de patrones (PPRs). Los PPRs se unen a patrones moleculares
conservados en los patégenos (PAMPS). Existen PPRs humorales, que se unen a los
PAMPs y luego son reconocidos por proteinas de membrana expresadas en los
hemocitos (Fearon, 1997). Existen también PPRs expresados en la membrana de los

hemocitos que se unen directamente alos PAMPs (Aderem y Underhill, 1999).
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Los hemocitos son ademas capaces de reconocer y fagocitar tejidos propios que deben
desaparecer durante la metamorfosis (Wood y Jacinto, 2007). Se cree que ésta
capacidad se debe a reconocimiento de cambios a nivel de la membrana basal, que
cuando dafiada, es reconocida por los hemocitos (Lavine y Srand, 2002). En
Drosophila, € receptor de superficie Croquemort se expresa especificamente en
plasmatocitos. Los mutantes nulos para Croguemort, aun siendo capaces de fagocitar
bacterias, son incapaces de fagocitar células apoptdticas, o que sugiere un papel para
este receptor en e reconocimiento de tejido propio destinado a ser fagocitado (Franc et
al., 1999). Seria interesante estudiar si esta deficiencia para fagocitar tejidos propios, en
el mutante croquemort, tiene consecuencias sobre la fagocitosis de material neuronal tal
como se puede estudiar en nuestro modelo y si eso, a su vez, tiene consecuencias sobre

la plasticidad circadiana de la neurona MN5.

Nuestros experimentos muestran gue existe un aumento del niUmero de hemocitos sobre
los musculos de vuelo que sinapsan con la MN5 durante la noche respecto a dia. Por
otro lado, la proporcion de hemocitos asociados a axdn es mayor durante € dia que
durante la noche y también es mayor durante el dia la proporcion de hemocitos con

material neuronal en su interior (ver figura 13).

Figura 13 - Esguema
@ hemadsito
F_, hemocito tocando axdn r epr e%ntando | as
A i vaurons variaciones  encontradas

con material neuronal en su interor

entre ZT 7 y ZT19. Los

circulos

representan  los

hemocitos. En la parte

inferior se representan las

proporciones halladas de

260800888090
'Y P P P T T T Y Y

Pramedio de hemocitos totales
Promedio de hemocitos tecando axdn
% de hemocitos tocando axdn

con material neuronal en su interior

N® de hermocitos tacando axon
con material neuronal en su interior

hemocitos tocando un axén y
la proporcion de éstos que
contiene material neuronal.
En nimeros absolutos, éste
ultimo parametro perece ser

constante.
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La aparente mayor intensidad en la fagocitosis de material neuronal se da en €
momento del dia en que hay menos hemocitos. Transformando esas proporciones en
cantidades absolutas, resulta que, a menos en los dos momentos del dia investigados, la
cantidad de hemocitos con material neuronal en su interior es aproximadamente
constante. Dicho de otro modo, por la noche hay més hemocitos pero estos fagocitan
menos material neuronal y durante €l dia hay menos hemocitos, pero parecen fagocitar
méas material neuronal. Esto ocurre a pesar de que los hemocitos varian en nimero, algo
que se explicaria por una regulacion ritmica de la fagocitosis. Seria interesante repetir
los experimentos en otros momentos del ciclo luz-oscuridad, para obtener una mayor

resolucion temporal de estos ciclos.

El trabajo de revision de Menhert y Cantera (2011) reline resultados que indican que la
reduccion del tamafio de los botones sinapticos de la MN5 que se observa durante la
noche no es una consecuencia de la baja actividad motora. Méas aun, el crecimiento de
los botones durante |la mafiana no es ni una consecuencia ni una condiciéon para €
incremento en la actividad motora a final de la noche. Los mismos resultados se
obtienen cuando la actividad locomotora es eliminada por completo mediante
decapitacion, un procedimiento que ademés de eliminar la actividad motora, elimina el
marcapasos central, ubicado en € cerebro (Mehnert y Cantera, 2008). En suma, estos
estudios indican que, a menos para la MNS5, € ritmo circadiano en e tamafio de los
botones sinapticos es en mayor parte independiente de la actividad locomotora, y que,
en condiciones normales, estaria dirigido por relojes circadianos periféricos.

L os hemocitos podrian representar a menos uno de estos relojes circadianos periféricos.
En mamiferos se han descripto relojes circadianos autdbnomos que operan en |os nddul os
linféticos, e higado y en los macréfagos peritoneales de raton (Keller et al., 2009). El
mismo trabajo mostré que mas del 8% del transcriptoma de macrofagos de raton oscila
circadianamente y que esa oscilacion incluye la expresion de factores reguladores del
reconocimiento de patdgenos. En Drosophila también se ha demostrado la existencia de
relojes periféricos (Alladay Chung, 2010). Se ha demostrado un ritmo circadiano en la
fagocitosis de bacterias y la expresion de citogquinas en macrofagos peritoneal es de raton
(Hayashi et al., 2007). Recientemente se ha descrito que la proteina del reloj Timeless
regula la resistencia a infecciones bacterianas en Drosophila (Stone et al., 2012). En
efecto, la fagocitosis de bacterias por parte de los hemocitos esta regulada
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circadianamente y tiene un pico durante la noche.

Todos estos trabagjos encuentran una ritmicidad circadiana de la actividad fagocitica
contra bacterias. Nuestros resultados demuestran que en Drosophila, los hemocitos
fagocitan también material neuronal en condiciones fisiolégicas normales y sugieren
que lo hacen con un ritmo circadiano. Para demostrarlo inequivocamente, haria fata
repetir nuestros experimentos usando moscas mutantes nulas para timeless u otros genes
del reloj. Esos experimentos, que estaban previstos para esta pasantia, no pudieron ser
Ilevados a cabo hasta ahora por falta de anticuerpos adecuados para detectar hemocitos

€N moscas mutantes.

Sin embargo, consideramos que hemos alcanzado los objetivos planteados para esta
pasantia, en tanto hemos obtenido datos que apoyan la hipétesis de que la fagocitosis a
cargo de hemocitos juega un rol importante en el proceso de remodelacion diario de las

motoneuronas en adulto de Drosophila melanogaster.
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Anexo | — Tablasy analisis estadistico

Cuantificacion de hemocitos sobre los musculos de vuelo de la MN5 en dos
momentosdel cicloLD

Tabla de datos
EXP1
Porta Diseccion T N® Hem Area Hem/Area  Prom ZT std error
16 N 7a 69 1717062 402
171 Ta 56 1372072 40.8
16 11 7a 56 2390851 276
18 N 7a 15 2409360 6.2
16 1l 7a 35 2471380 14.2
17 IV 7a 56 1582115 417 28.5 5.1
19a I 19a 71 2215016 321
18 IV 19a 115 2392858 481
19a v 19a 132 2509842 526
18V 19a 119 2316343 51.4
19a | 19a 113 2118154 53.3 47.5 5.6
EXP2 Dia 1
Forta Corte T N° Hem Area Hem/Area Prom ZT std error
20 VI b 58 2223484 26.1
19b | 7b 52 2438428 213
190 IV 7b 50 2347471 256
19b 1l 7b 1 2205455 277
19b V 7b 7 2767009 278
190 11 7b 57 2707687 247
2011 7b 53 1958581 347 26.8 2.1
211 19b g7 2487398 39.0
221 19b 687 2057969 326
211 19b 53 1532831 346
21 VI 19b 79 1657476 477
22 VI 19b 79 2214083 357
211 19b 51 2998461 27.0 36.1 2.3
EXP2 Dia 2
Porta Corte T N Hem Area Hem/Area Prom ZT std error
24 IV 7c 55 2651202 207
231 7c 50 2061332 243
241 7c 72 2927947 246
24 VIl 7c 80 2521808 317
241 7c 102 3331546 30.1 26.3 27
261 19¢c 50 1663913 30.0
26 VI 19¢ 71 3888375 18.3
26 1 19¢c 50 3163681 15.8 21.4 27
EXP 3
Porta Corte T M Hem Area Hem/Area Prom ZT std error
Foz27 Wil 7d 42 2630988 287
Foz7 Il 7d 51 3934459 233
Faz27 | 7d 40 3981002 18.1
Foz27 1l 7d 57 5069037 20.2
Foz7 I\ 7d krl 23209694 286
FQ27 VI 7d 52 2795088 39.9 26.5 26
FO30 | 19d 3 3811662 345
F029 | 19d It:) 3344752 420
FO29 1l 19d 62 3101206 36.0
F029 Il 19d 61 2160266 50.8
FO30 \y 19d 58 2340113 448
F029 I\ 19d 7 3515185 39.4
FO30 \ 19d 52 2236507 419
FO29 Vi 19d 84 3956057 38.2 40.9 2.3
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Seguin € test de normalidad Shapiro-Wilk, los datos son normales

Histogram: NewVarl3
Shapiro-Wilk W=,98554, p=,81279
—— Expected Normal

X <= Category Boundary

Seguin € test de homogeneidad de Levene, |os datos son homogéneos

Levene's Test for Homogeneity of Variances (Spreadsheetl in experimentos 1, 2y 3 21209)
Effect: "exp 1, 2'Y 3 pooleados”
Degrees of freedom for all F's: 1, 46

MS ‘ MS ‘ F ‘ p
Effect Error

NewVarl3

121,3829  43,64914  2,780878  0,102191

Como los datos son normales y homogéneos, aplicamos € test paramétrico ANOVA.

L os dos conjuntos de datos son significativamente distintos.

£TIeAMaN
NN NN W W W W W B A
S N R o ® © N & & ®»® o N &

exp 1,2 Y 3 pooleados; LS Means
Current effect: F(1, 46)=9,3246, p=,00375
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

exp 1,2 Y 3 pooleados
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Proporcion de hemocitos tocando € axon dela MN5 en dos momentos del ciclo LD

Tabla de datos

preparado mosc nemoctos hemodtos total prop de hemocitos ZT
tocando axdn  sin tocer  hemocitos tocando axon

FO38 1l 30 43 78 0.38 7]
FO39 | 23 39 62 0.37 7]
FO39 Il 20 32 52 0.38 7
FOAD | 11 19 30 0.37 7]
FO40 i 18 33 51 035 7|
FO4.4 | 18 /1 89 0.20 19
FO42 I 32 72 111 0.35 19]
FO42 Il 26 76 102 0.25 19]
FO43 I 17 51 68 0.25 19
FOA3 Il 27 €2 89 0.30 19§
promecio 204 42 S4.6 037 7|
promecio 25.4 66.4 91.8 0.27 19

Seguin € test de normalidad Shapiro-Wilk, los datos son normales

Histogram: Proporcion de hemocitos tocando axon
Shapiro-Wilk W=,85846, p=,07319
—— Expected Normal

*$q0 4o "ON

:

0,55 0,60 0,65 0,70 0,75 0,80

X <= Category Boundary

Seguin € test de homogeneidad de Levene, |os datos no son homogéneos

Lewvene’s Test for Homogeneity of Variances (conteo exp 5 parte b 2012)
Effect: ZT
Degrees of freedom for all F's: 1, 8
Ms Ms F P
Effect Error
Proporcion de hemocitos tocando axén 0,002867 | 0,000431 | 6,658183 | 0,032599

Como los datos son normales pero no homogéneos, aplicamos € test no paramétrico

Mann-Whitney. Los dos conjuntos de datos son significativamente distintos.

Mann-Whitney U Test (conteo exp 5 parte b 2012)
By \ariable ZT

Marked tests are significant at p <,05000
Rank Sum ‘Raﬂk sum U ‘ z ‘ plewel z ‘ plewel VaidN | Vaid N | 2*1sided

\ariable Group 1 Group 2 adjusted Groupl |Group2 | exactp

PmEor\:ibn de _hemocitos tocando axén 15,00000 40,00000 0,00 -2, 61116  0,009024 -2,61911  0,008816 5 5 0,007937
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Proporcion de hemocitos tocando e axon dela MN5 con material neuronal en su
interior, en dos momentosdel ciclo LD

Tabla de datos

Foto Prop.  |Diseccidn Hem con Hem sin Hegrocinos Prop de hem
ZT7 fagosoma fagosoma reonstialdes  con fagasoma
Al 1] 1 1
ez i 2
1010 r 2 A
11 F0 i 0 1
12 FO38 Il 0 : 1
JFm0 0 1
| Yenlex FO38 1l 4 -] 10 EI.dE
A HEM 1 1] 2 2
SF0O | 2 3
Grose | 1 0 1
JIEH a2 il 2
2603 | 1 2
Potz__ Fo38 1 5 5 0 0.50|
FEETI 0 2 2
e 2
JUHEM W il 1
2rms 2
A0 IR P o
Tore__F039__II 5 5 10 050
T3040 2 f 3
TR 1] 1 1
157040 | 1 0 1
16 FHAL n 2 2
17 FO40 1 0 1 1
12 7040 | 1 0 1
12 F040 1 0 1 1
207040 | 1 0 1
Pule  FO40 | 5 [ 11 0.45|
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Seguin € test de normalidad Shapiro-Wilk, los datos no son normales

Histogram: ZT 7 vs 19
Shapiro-Wilk W=,77004, p=,00000
—— Expected Normal
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o @
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Segun € test de homogeneidad de Levene, los datos no son homogéneos

Como los datos no normales ni homogeéneos, aplicamos €l test no paramétrico Mann-

Levene’s Test for Homogeneity of Variances (conteo exp 52012)

Effect: "Varl"
Degrees of freedom for all F's: 1, 78
MS ‘ MS F ‘ p
Effect Error

ZT 7 vs 19 0,003305 | 0,000628 | 5,266575 | 0,024428

Whitney. Los dos conjuntos de datos son significativamente distintos.

Mann-Whitney U Test (conteo exp 5 2012)
By variable Varl
Marked tests are significant at p <,05000

Rank Sum | Rank Sum U ‘ z ‘ plewel z ‘ plewel Valid N | Valid N | 2*1sided
\variable Group 1 Group 2 adjusted Group 1 Group 2 exact p
ZT7vs 19 1651,000 1589,000 ' 508,0000 @ 2,666738 @ 0,007660 @ 2,892104 @ 0,003827 34 46 0,007271
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Anexo |l — Materialesy equipos utilizados

Materiales de mesada

Tubos de pléstico de 64 por 25 mm, con comida para moscas y tapones de algodon
Portaobjetos de vidrio de 26x76mm

Cubreobjetos de vidrio 22x22 mm

Pincetas de acero inoxidable nimero 4y 5

Agujas hipodérmicas de 0,5mm x 16 mm.

Tubos ependorf de 1.5 ml

Placas de Petri de 50 mm de didmetro

Placas de plastico con 12 pocillos de aproximadamente 5 mL de capacidad cada uno
Matraces de 50 mL

Pipetas automaticas de 20mL, 200mL y 1000mL, con tips

Papel de aluminio

Equipamiento

Microscopio estereoscopico de diseccion y fibra optica Fiber Optic-Heim LQ 1100
Shaker TS-2000A VDRL Shaker

Vortex Voretx-Genie 2

Heladera

Microscopio invertido de fluorescencia Olympus 1X81 con camara digital Olympus
DP71

Microscopio confocal de fluorescencia Olympus Fluoview FV300

Computador con los programas Adobe Photoshop CS3, Imaje J y Statistica 9 instalados
Aparato surtidor de NO para anestesia | nject+ Matic Seeper

Incubadora Termaks, configurada a 25°C, periodo de 12 horas de luz y 12 horas de

oscuridad
Soluciones

Buffer Fosfato salino (PBS), pH 7,2-7,4 0,1 M
Para preparar la solucion madre de PBS 10 X, se disolvieron las siguientes sales en una

botella con un volumen pequefio de agua destilada y luego se enrasd a 1000 mL con
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agua destilada

- 18,6 mM NaH2PO4 (2,56 g NaH2P0O4.H20)
- 84,1 mM Na2HPO4 (11,9 g Na2HPO4)

- 1750 mM NaCl (102,2 g NaCl)

PBST 0,1% (PBS con detergente)
Se hizo una solucién 0,1% de Tritén X-100 en PBS 1X

PBSTA 0,1% (PBST con albumina)

Se hizo una solucién 0,1% de albumina de suero bovino en PBST 0,1%.

Paraformaldehido 4% (PFA)

-Se disolvieron 2 g de paraformaldehido en 50 mL de PBS 1x

-Se calent6 y mezclé en plancha caliente, manteniendo la temperatura debajo de 60°C
para evitar ladisociacion del compuesto

- Se agregaron unas gotas de NaOH 1N si después de unos minutos no se habia aclarado
lasolucion

- Unavez que la solucion se aclarase, se gjusté pH a7,2 - 7,4 con HCI

Glicerol 50% u 80%
Se hizo una solucién de 50% u 80% de glicerol en PBS 1x

Comida para moscas

Para preparar un litro se utilizaron:

1L deagua

80 gdeAgar

50 g de levadura

90 g de harina de maiz

100 g de glucosa

3mL de acido propidnico

7 mL de Nipagina (preparada en solucion, 10 g de nipagina en 70mL de alcohol 95% y
30 mL de agua destilada)

- Se colocaron 750 mL de aguafriaen unaollay se agregaron el aguay lalevadura. Se
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cocino afuego fuerte, revolviendo hasta alcanzar € primer hervor.

- Por otro lado, se agreg6 €l harina de maiz a250 mL de aguay lamezcla se agregd ala
preparacion anterior una vez ésta habia hervido, y se continuo revolviendo hasta que se
acanzaba e hervor nuevamente.

- Sebagjo e fuego y se agregd la glucosa, siempre revolviendo

- Se apago € fuego y se esperd a que latemperatura de la preparacion fuese de 60°C. Se
agregd e acido propidnico con la nipagina (mezcla de agentes antibidticos y
antifungicos).

- Se dosificd en tubos apropiados parala cria de moscas.
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