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RESUMEN GENERAL

Las enfermedades neurodegenerativas, tales como Alzheimer y Parkinson, son
patologias progresivas e irreversibles que afectan al sistema nervioso de los individuos
gue las padecen. Se desencadenan principalmente en personas de edad avanzada que
representan una gran proporcién de la poblacién mundial. Esta aumenta anualmente
de manera exponencial, entre otros factores, debido al aumento en la expectativa de
vida. Es por ello que existe gran interés en comprender y caracterizar estas
enfermedades, describiendo los mecanismos biolégicos que las desencadenan y

mantienen, con el fin de prevenirlas o incluso eventualmente revertirlas.

Existe una gran conservacion evolutiva de los mecanismos moleculares y
celulares basicos para el desarrollo, mantenimiento y funcion del sistema nervioso,
tanto en condiciones normales como patolédgicas. De hecho, muchas enfermedades
neurodegenerativas surgen por mutaciones en genes que presentan homadlogos en
otras especies, lo que ha permitido el empleo exitoso de diversos modelos biolégicos
para el estudio de estas enfermedades. Uno de estos modelos por excelencia, es la
mosca de la fruta Drosophila melanogaster, la cual ha permitido, por ejemplo, dilucidar

mecanismos cruciales que intervienen en la enfermedad de Parkinson en humanos.

En esta tesis de Doctorado buscamos definir una potencial funcién
neuroprotectora de genes de Drosophila conservados en humanos, seleccionados a
partir del analisis transcriptdmico de un caso excepcional de neurodegeneracién
reversible, descrito previamente por Cantera y colaboradores (2002) en mutantes de

Drosophila nulos para los genes del complejo spalt-like (sall).

Los genes sall se encuentran conservados en humanos y Drosophila, al igual
gue en otras especies animales modelo en biologia. Codifican para factores de
transcripcion que se expresan en diversos tejidos como el sistema nervioso central y
controlan la expresion de varios genes diana. En Drosophila, las mutaciones de falta de
funcién de los genes sall producen una severa patologia neurodegenerativa en el
estadio 16 de desarrollo embrionario (Cantera et al., 2002). Estos autores observaron
con sorpresa que, si bien la falta de funcidn en los genes sall conllevaba a la muerte de

los individuos hacia el final de la etapa embrionaria, el fenotipo neurodegenerativo



observado en estadio 16 mostraba signos de mejorar o “revertir” transitoriamente en

el siguiente estadio embrionario 17.

Basados en estos antecedentes, en esta tesis de Doctorado, nos planteamos la
hipotesis general de que la reversidon de neurodegeneracion en mutantes nulos sall de
Drosophila estaria mediada por una reorganizacion del transcriptoma cuyo estudio nos

permitiria identificar genes asociados a neuroproteccion.

En la primera etapa de esta tesis (Capitulo 1), por medio de secuenciacién
masiva mRNA-Seq, comparamos la expresiéon génica de embriones de Drosophila
normales (WT) y mutantes nulos sall y definimos el perfil de expresion de los estadios
de neurodegeneracion y reversion previamente descritos por Cantera et al. 2002. El
estadio de neurodegeneracidon se caracterizd por la expresion significativa de varios
genes previamente asociados empiricamente a neurodegeneracién. También
encontramos expresion diferencial de genes previamente asociados a otras funciones
biolégicas relacionadas con procesos neurodegenerativos, como Redox, Largo de
vida/Envejecimiento y Enfermedades mitocondriales. El estadio de reversién de
neurodegeneracién se caracterizd por la expresién significativa de varios genes
previamente asociados empiricamente a neuroproteccion. En este estadio también
encontramos expresion diferencial de genes asociados a otras funciones bioldgicas
como Respuesta inmune y Estrés salino. Con este estudio definimos una lista de 633
genes a los cuales les adjudicamos alta probabilidad de participar en funciones
neuroprotectoras, debido al enriquecimiento de esta lista en genes ya asociados a
neurodegeneracion y neuroproteccion. Estos resultados fueron publicados en Ferreiro
et al., 2012. El trabajo presentado en este capitulo también dié origen a una segunda
publicacion de la que soy co-autora y que decidi no incluir en esta tesis, para no

volverla demasiado extensa (Cantera et al., 2014).

El estudio de los cambios transcriptomicos del mutante sall revelé que uno de
los genes regulados diferencialmente en las etapas de neurodegeneracion vy
neuroproteccién es el gen white (w). Si bien este gen no parece tener homélogos en
humanos, su mutante nulo es ampliamente usado por la comunidad cientifica para la
construccion y seleccion de la mayoria de las cepas transgénicas de Drosophila,

muchas de las cuales son frecuentemente empleadas para estudiar



neurodegeneracion. Este importante hallazgo amerité por tanto un conjunto de
experimentos (Capitulo 1l). En este capitulo, empleando diversos métodos,
demostramos por primera vez que las moscas mutantes nulas para el gen w sufren
neurodegeneracion, manifestada como degeneracién histolégica y malfuncionamiento
retinal, acompainada de una deficiencia locomotora progresiva, acortamiento del largo
de vida, menor resistencia a diversas formas de estrés y una tendencia a menores

niveles de dopamina (DA). Estos resultados fueron publicados en Ferreiro et al., 2018.

Finalmente, dado el enriquecimiento en genes empiricamente asociados a
neurodegeneracion y/o neuroproteccion presentes en la lista de genes regulados
diferencialmente en los mutantes sall respecto a los WT (Capitulo 1), planteamos la
hipdtesis de que existe en dicha lista un enriquecimiento en genes con funcién
neuroprotectora aun no conocida, denominados ‘"genes candidatos a
neuroproteccién”. Esta hipdtesis fue investigada en la tercera etapa de esta tesis
(Capitulo Il1). Para acotar nuestro estudio al tiempo disponible, aplicamos una serie de
“filtros” conceptuales, para reducir el nUmero de genes candidatos a neuroprotectores
a estudiar inicialmente. Luego validamos mediante gPCR la expresion de 10 candidatos
en embriones y cerebros adultos de Drosophila y confirmamos su expresion en el
sistema nervioso de larvas por hibridacion in situ. La neurodegeneracion se asocia a
una reduccion del largo de vida y usualmente afectan la movilidad de los individuos
que las padecen. Por ello, para validar in vivo una potencial funcidon neuroprotectora
de nuestros genes candidatos realizamos ensayos de largo de vida y locomocién.
Elegimos 3 de entre estos 10 genes los cuales comparten la caracteristica de codificar
para proteinas de la via de acetil-coenzima A (CoA): el gen ACC que codifica la Acetil-
CoA carboxilasa, el gen CG4586 que codifica la Acetil-CoA oxidasa y el gen CG10932
que codifica la Acetil-CoA acetiltransferasa. Previo a los ensayos, construimos
mediante diversos cruces, moscas transgénicas con silenciamiento o sobre-expresion
de estos genes en neuronas o en la glia, y de sobre-expresidn en un contexto gendmico
de neurodegeneracién causado por la mutacidén en parkin (gen homodlogo al gen PARK2
humano asociado a Parkinson). Los ensayos de largo de vida y de climbing permiten
postular la existencia de un proceso neurodegenerativo cuando se registra reduccién

de la supervivencia y de la movilidad, o un efecto neuroprotector del gen candidato



cuando su silenciamiento o su sobre-expresion en mutantes parkin, resulta en
aumento de la supervivencia y mejoria de la movilidad. Nuestros resultados de estos
ensayos indicaron una potencial funcidon neuroprotectora de ACC, CG10932 y CG4586.

Su rol neuroprotector sera confirmado en un futuro por métodos histoldgicos.

La gran homologia entre los genes de Drosophila y humanos, y la conservacién
de mecanismos moleculares y funciones bioldgicas, abre la interesante posibilidad de

postular una funcién neuroprotectora para estos genes también en humanos.



INTRODUCCION GENERAL

1. Enfermedades neurodegenerativas

Desde el punto de vista etimolégico, el término "neurodegeneracién"
(abreviado como ND en esta tesis) incluye un prefijo "neuro-" que refiere a las células
del tejido nervioso (neuronas y glia) y el término "degeneracion" que referido a tejidos
implica el proceso de pérdida de estructura y funcion, por lo que en sentido estricto
refiere a cualquier condicién patoldgica que afecte al tejido nervioso (Przedborski et
al., 2003). En sentido practico, hablar de ND implica hablar de las enfermedades

neurodegenerativas.

Las enfermedades neurodegenerativas son un conjunto de patologias del
sistema nervioso (SN) que presentan gran heterogeneidad de patrones clinicos,
afectando generalmente sub-poblaciones especificas de neuronas (Przedborski et al.,
2003; Bertram &Tanzi, 2005). A pesar de esta heterogeneidad, comparten diversos
mecanismos moleculares y celulares de aparicién y mantenimiento, ademas del hecho
de ser progresivas e irreversibles. Representan un gran problema para la salud
humana, afectando negativamente a un elevado porcentaje de las personas de mas de
70 afios a nivel personal, familiar y socio-econdmico. En Estados Unidos, por ejemplo,
5 millones de personas sufren de Alzheimer (AD); 1 milléon de Parkinson (PD); 400.000
de Esclerosis Multiple (MS); 30.000 de Esclerosis Amiotréfica Lateral (ALS), y 3.000 de
la enfermedad de Huntington (HD) (revisado en Agrawal & Biswas, 2015). Pese a los
esfuerzos para desarrollar tratamientos efectivos para prevenir y combatir estas
enfermedades, no existe todavia ninguna cura ni terapia completamente satisfactoria
(revisado en Tan et al., 2015; Wiendl et al., 2015). Se vuelve entonces crucial, lograr
una mejor comprension y caracterizacion de estas enfermedades y una descripcion de
los mecanismos bioldgicos que las desencadenan y mantienen, asi como también
explorar nuevos mecanismos de neuroprotecciéon (abreviado como NP en esta tesis) —
definida ésta, en contrapartida con la ND, como la preservaciéon de la estructura y/o

funcién neuronal.

Las enfermedades neurodegenerativas son frecuentemente de origen

multifactorial (revisado en Gascon & Gao, 2012; Tan et al., 2015). De acuerdo a
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Ramanan y Saykin (2013), los principales factores bioldgicos que inciden en los
procesos de ND se pueden dividir en cuatro grandes tipos: 1) mecanismos
intracelulares, 2) ambiente tisular local, 3) ambiente sistémico y 4) neurodesarrollo y
envejecimiento bioldgico. Dentro de los mecanismos intracelulares se incluyen
alteraciones en la apoptosis (Bredesen et al., 2006), en la autofagia de componentes
celulares sobrantes o defectuosos (Tong et al., 2010), en el sistema ubiquitina-
proteosoma de degradacién de proteinas (Kraft et al.,, 2010) y en las mitocondrias,
promoviendo estrés oxidativo y dafio en el ADN (De Strooper & Scorrano, 2012).
Dentro del factor ambiente tisular local se incluyen alteraciones en la adhesion celular
(Horwitz, 2012), la endocitosis (Zhang, 2008) y los neurotransmisores (Edwards, 1993).
El factor ambiente sistémico incluye alteraciones en las vias inmunoldgicas
(Swardfager et al., 2010) y en factores lipidicos, metabdlicos y endocrinos que
afectarian la sefalizacion sindptica y la plasticidad neuronal (Anchisi et al.,, 2013).
Finalmente, los factores de neurodesarrollo y envejecimiento bioldgico que incidirian
en procesos de ND incluyen alteraciones en los factores neurotroficos (Chowdary et
al., 2012), en el largo telomérico de las células somaticas (Calado & Young, 2009) y en
los mecanismos epigenéticos que modifican la expresion del ADN (Graff et al., 2012).
Las enfermedades neurodegenerativas pueden desencadenarse, mantenerse vy
evolucionar por fallos en uno o varios de estos mecanismos bioldgicos, siendo, por

tanto, procesos muy complejos.

Muchas enfermedades neurodegenerativas pueden desencadenarse por
mutaciones en genes que se expresan normalmente en el SN bajo estrictos controles
espaciales, temporales y cuantitativos para preservar la integridad del tejido (revisado
en Hirth, 2010). La mutacion en un mismo gen puede desencadenar diferentes
enfermedades neurodegenerativas, como es el caso del gen de a-synucleina (SNCA)
asociado tanto a AD como a PD (Miller & O’Callaghan, 2015). Adicionalmente,
mutaciones en determinados genes caracterizan a una enfermedad neurodegenerativa
en particular. Por ejemplo, el PD puede heredarse de manera mendeliana en forma
autosdmica dominante o recesiva, por mutaciones en los genes de SNCA; kinasaZ2 rica
en repetidos leucina (LRRK2); parkin (PARK2), hidrolasa L1 ubiquitin carboxi-terminal
(UCH-L1); Kinasal inducida por PTEN (PINK1) y el oncogen DJ1 (Grasso et al., 2014).



Muchos de estos genes humanos se encuentran evolutivamente conservados en
diversas especies, lo que ha permitido el empleo exitoso de diversos modelos

biolégicos para el estudio de estas enfermedades.

Pese a no contar actualmente con tratamientos efectivos para prevenir y
combatir a las enfermedades neurodegenerativas, el mejor conocimiento de los
procesos de ND y NP ha permitido realizar ciertos avances. Hasta ahora se han
identificado unos pocos factores endégenos de transcripcion, de crecimiento y
antioxidantes que pueden contribuir a la NP (revisado en Antonelli et al., 2012; Wiend|
et al., 2015). También cada vez son mads los ensayos que intentan probar un efecto
neuroprotector de factores exdgenos, principalmente compuestos de origen vegetal.
La mayoria de los avances surgen del estudio post-mortem de cerebros humanos pero
fundamentalmente del empleo de modelos animales (revisado en Tan et al., 2015).
Uno de los modelos bioldgicos por excelencia, utilizado ampliamente para estudios de
ND y NP y elegido para llevar a cabo esta tesis de Doctorado, es la mosca de la fruta

Drosophila melanogaster.

2. Drosophila melanogaster: un excelente modelo para el estudio de enfermedades

neurodegenerativas

Drosophila melanogaster, cuyo significado literal es "amante del rocio de
vientre negro", es mas conocida como la mosca de la fruta o del vinagre (Meigen,
1830). Presenta un ciclo de vida con cuatro estadios identificables: embrién, larva (3
subestadios), pupa y adulto (Figura 1) (revisado en Ashburner & Thompson, 1978). La
duracion del ciclo de vida depende de la temperatura y es de unos 10 dias a
temperatura ambiente de 25°C. Los adultos pueden llegar a vivir en condiciones
normales de laboratorio unos 120 dias (3 meses) y la hembra pone cientos de huevos

(revisado en Sang, 2001).
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Figura 1. Ciclo de vida de D. melanogaster. Se observa un individuo adulto de cada
sexo, hembra (female) y macho (male); el huevo (embryo); los tres estadios larvales
(1%, 2" y 3" instar larva); el estadio de prepupa y el estadio de pupa (FLYMOVE:
http://flymove.uni-muenster.de/).

El desarrollo embrionario se completa apréoximadamente 24 hs después de que
el huevo es fertilizado. Mas tarde emerge una larva de primer estadio que se alimenta
y posteriormente muda a una larva de segundo estadio y esta finalmente muda a una
larva de tercer estadio (Figura 1). La larva es un gusano que repta en la comida, donde
se desarrolla rapidamente. Hacia el final del tercer estadio deja de alimentarse,
abandona la comida y busca activamente un sitio donde transformarse en pupa (Figura
1), el estadio sésil en el cual los tejidos y érganos de la larva son transformados en los
del adulto. Este emergerd del pupario a los pocos dias, una vez completada la

metamorfosis.

Drosophila es uno de los organismos modelo por excelencia en la biologia
debido a sus muchas ventajas con respecto a otros animales de laboratorio, como su

bajo coste de mantenimiento, un ciclo de vida muy corto y la gran conservacién



evolutiva de los mecanismos bioldgicos basicos (revisado en Pierce, 2004). El 75% de
los genes humanos asociados a diversas enfermedades humanas tienen genes
homdlogos en D. melanogaster (Reiter et al., 2001). Otra de sus principales ventajas es
el gran conocimiento que tenemos de su genética. Su genoma esta compuesto por
unos 15000 genes y su anotacion es revisada y actualizada regularmente
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/term=  drosophilamelanogaster). Ademas,
existen muchas bases de datos de Drosophila en la web de libre acceso que reunen
toda la informacién actualizada acerca de genes, proteinas, interacciones, ontologia,
tejidos, expresion, entre otras (ej: http://www.flymine.org/; http://www.fruitfly.org/;
http://fly-fish.ccbr.utoronto.ca/; http://www.droidb.org/). Esto combinado con
propiedades especificas y muy ventajosas de su genética (ej. cromosomas
balanceadores) facilita el analisis de genes normales o mutados y el disefio de
complejos cruces genéticos que no pueden desarrollarse aun en otros animales

modelo.

Gracias a estas ventajas, Drosophila es el organismo multicelular que permite la
mas sofisticada manipulacion genética para dirigir especifica, temporal vy
espacialmente la expresidn génica y construir moscas transgénicas que expresen, por
ejemplo, genes humanos mutados asociados a enfermedades (FLYBASE:
http://flybase.org/). Es en general sencillo y barato generar moscas transgénicas que
porten secuencias de ADN que activen, sobre-expresen o inhiban la expresion de genes
individuales de interés, principalmente mediante el sitema GAL4-UAS (Brand &
Perrimon, 1993). Se puede reducir la expresion de un gen expresando ARN de doble
hebra complementario a su secuencia génica (ARN de interferencia o ARNi). El banco
de cepas "Vienna Drosophila Resource Center" (VDCR:
https://stockcenter.vdrc.at/control) posee mas de 22000 lineas ARNi para inhibir la
expresion de cerca del 90 % de sus genes. Toda esta tecnologia ha permitido estudiar
en Drosophila el rol de genes individuales en diversos procesos bioldgicos y luego

aplicar ese conocimiento a otros modelos animales y a humanos.

Estas y otras ventajas contribuyeron a que Drosophila realizara notables
aportes a la ciencia, merecedores por ejemplo de seis Premios Nobel de Fisiologia o

Medicina en 1933, 1946, 1955, 1995, 2011 y 2017 por sus contribuciones



fundamentales a la teoria cromosdmica de la herencia, a la induccién de mutaciones
por medio de rayos X, a la comprension de que los genes dirigen el desarrollo
temprano del embrién, a la activacidn de la inmunidad innata y a la descripcién de los
mecanismos moleculares que controlan los ritmos circadianos

(http://nobelprize.org/nobel_prizes/ medicine/laureates/).

El SN de Drosophila si bien es distinto al de humanos, comparte muchos
aspectos basicos (Figura 2). Se subdivide en el Sistema Nervioso Central (SNC),
compuesto por el cerebro y la cadena ventral; y el Sistema Nervioso Periférico (SNP),
compuesto por los ganglios y nervios periféricos. El desarrollo del SN se inicia en el
embrién temprano y continla en la larva y el adulto. El cerebro presenta distintos tipos
neuronales (ej. neuronas dopaminérgicas, serotoninérgicas, colinérgicas) y varios tipos
de glia. Presenta centros de procesamiento de la informacién visual, olfativa, de
control de ritmos circadianos, aprendizaje, memoria, etc. Existen diversas bases de
datos de libre acceso en la web que reunen informacién completa acerca del SN de
Drosophila (ej: http://www.virtualflybrain.org/ site/vfb_site/home.htm;
http://flybrain-ndb.iam.u- tokyo.ac.jp/; http:// fruitfly.inf.ed. ac.uk/braintrap/;
http://www. flycircuit.tw/; http: //www.janelia.org/project-team/ flylight).
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Figura 2. Sistema nervioso de Drosophila. Comparacién entre las estructuras
principales del sistema nervisoso entre Drosophila y humanos. Se observa el cerebro
(brain) en la cabeza al igual que en humanos, la cadena nerviosa ventral (ventral nerve
cord) en el tronco analoga a la espina dorsal (spinal cord) de humanos y los principales
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nervios segmentales (segmental nerves) al igual que en humanos. (https:/
droso4schools.wordpress.com/organs).

El estudio de procesos neurodegenerativos en el SN de Drosophila ha
contribuido a nuestro conocimiento sobre procesos similares en seres humanos. Por
ejemplo, se identificaron genes que potencian o suprimen la ND producida por
proteinas toxicas (Jaiswal et al., 2012), la degeneracion retinal (Bonini & Fortini, 2003;
Lenz et al., 2013) o factores cruciales en el establecimiento de enfermedades como
AD, PD y HD (ej. Rincon-Limas et al., 2012; Choksi et al., 2013). Un ejemplo destacado
del aporte de Drosophila al estudio de enfermedades neurodegenerativas es el
descubrimiento que los genes parkin y pink, homologos a los genes humanos PARK2 y
PARK6, que codifican para la ubiquitina-ligasa E3 citoplasmatica y la serina/treonina-
quinasa mitocondrial, respectivamente, estan vinculados a PD (e]. Greene et al., 2003;

Park et al., 2006).

Si bien Drosophila es un buen modelo para el estudio del SN, no es posible
estudiar todos los sintomas y detalles asociados a una patologia humana, ya que
ambas especies difieren en muchos aspectos fisiologicos. Algunas limitaciones del
modelo incluirian los denominados "desérdenes o trastornos funcionales" como la
distonia, el temblor esencial, trastornos del espectro autista, depresién vy
esquizofrenia, cuya manifestacion depende de propiedades del cerebro de
vertebrados superiores (revisado en Shulman et al., 2015). De todos modos, varios de
los genes asociados a estos trastornos presentan homologos en Drosophila y pueden
manipularse para analizar los mecanismos que desencadenan estas patologias en

humanos.

En resumen, Drosophila es un excelente modelo para el estudio de la mayoria
de las enfermedades neurodegenerativas humanas, en gran parte debido a Ila
conservacion de los genes. Dentro de estos genes conservados relevantes para el
correcto funcionamiento del SN se encuentran los genes sall que introduciré a

continuacion, por ser la base de nuestro “modelo de ND reversible”.
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3. Los genes spalt-like

Los genes sall se expresan tempranamente durante el desarrollo embrionario
en el SN y en otros tejidos de Drosophila y de vertebrados incluyendo los humanos.
Codifican factores de transcripcion del tipo de dedos de zinc que reprimen o activan
diversos genes relevantes para varios procesos biolégicos, entre ellos, el
mantenimiento del tejido nervioso (revisado en de Celis & Barrio, 2009; Organista & de

Celis, 2012).

Drosophila presenta dos genes sall: spalt major (salm) y spalt-related (salr)
(Kuhnlein et al., 1994; Barrio et al., 1996). Ambas proteinas actlan mayormente como
represores transcripcionales por interaccion con complejos histona-desacetilasas
(HDAC) o con la heterocromatina (Sanchez et al., 2011). Entre otras funciones, salm vy
salr regulan la produccién de proteinas de citoesqueleto y adhesion celular en el SNC
(Milan et al., 2001; Cantera et al., 2002) y determinan el destino neuronal en el SNP

(Elstob et al., 2001; Rusten et al., 2001).

En vertebrados existen cuatro genes homdlogos a los genes sall de Drosophila,
llamados SALLI-4 (Hollemann et al., 1996; Kohlhase et al., 1996; 1999; 2002). SALL1
actua como represor transcripcional que regula la proliferacion celular (Kiefer et al.,
2002). SALL2 actua como activador transcripcional de genes como la ciclina CDK que
interviene en la regulacion del ciclo celular, cumpliendo funciones de supresién de
varios tipos de tumores (Li et al., 2004; Liu et al., 2007). SALL4 regula la proliferacién,
el crecimiento celular y la apoptosis, tanto en células madre normales como en células
tumorales (revisado en Dirican & Akkiprik, 2016). Puede actuar como represor

transcripcional o activador (Liu et al., 2013; Zhang et al., 2015).

Las mutaciones de los genes sall causan patologias severas tanto en humanos
como en Drosophila. En humanos, las mutaciones en SALL1 se asocian al Sindrome de
Townes Brocks (OMIM 107480, Kohlhase et al., 1998) y las mutaciones en SALL4 al
Sindrome de Okihiro (OMIM 607323, Al-Baradie et al., 2002; Kohlhase et al., 2002),
caracterizados por malformaciones en las extremidades y en rifiones y por defectos en
el SN que causan sordera sensori-neural, retardo mental y problemas motores
(Cameron et al., 1991; Ishikiriyama et al., 1996). También en humanos, las mutaciones

en SALL2 producen una enfermedad congénita denominada “colomba ocular” que
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genera ceguera en ninos (Kelberman et al., 2014). En ratones, las mutaciones nulas en
Sall3 generan pérdida total de neuronas dopaminérgicas y letalidad perinatal (Bohm,

et al., 2008; Harrison et al. 2008; Kawakami et al. 2009; Heng et al, 2012).

En Drosophila, las mutaciones nulas de los genes salm y salr son letales
embrionarias en homocigosis, afectando principalmente al SN (revisado en de Celis &
Barrio, 2009). Si bien esta ND es letal, sorprendentemente revierte transitoriamente
hacia el final del desarrollo embrionario (Cantera et al., 2002). El extraordinario
hallazgo de estos autores de un fendmeno que representaria un caso de ND reversible
merece una seccion aparte en esta introduccidn general, por ser la base y antecedente
fundamental de nuestro modelo para la busqueda de genes neuroprotectores vy, por lo

tanto, de esta tesis.

4. Mutantes spalt de Drosophila: un caso excepcional de neurodegeneracion

reversible

En 2002, Cantera y colaboradores descubrieron que las mutaciones con falta de
funcién en los genes sall de Drosophila, causan un grave fenotipo degenerativo en el
cerebro al comienzo del estadio embrionario 16 (13-16 horas de desarrollo) (Cantera
et al, 2002). Mediante microscopia electronica de cerebros y ensayos de
inmunohistoquimica en embriones mutantes homocigotos sall de estadio 16 (Ho16) y
normales del mismo estadio (WT16), asi como estudios in vitro de cultivos neuronales
derivados de células madre de embriones mutantes, estos autores demostraron que el
fenotipo neurodegenerativo observado en mutantes sall Hol6 se caracteriza por
fragilidad del tejido nervioso, deficiencias en el citoesqueleto axonal, pérdida de
adhesion celular, espacio extracelular hipertrofiado, vacuolizacidén y proliferacion de

autofagosomas (comparar Ho16 vs WT16, Figura 3).

Sorprendentemente, el fenotipo neurodegenerativo desaparecia en pocas
horas en el estadio embrionario 17 (16-18 horas de desarrollo) (Cantera et al., 2002),
tal como se observa al comparar las imagenes de microscopia electrénica de cerebros
de embriones mutantes homocigotos sall de estadio 17 (Ho17) y normales del mismo

estadio (WT17) en la Figura 3. Esto sugeria por primera vez la posibilidad de revertir un
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proceso de ND y la existencia de posibles mecanismos de NP activados en los mutantes

sall homocigotos durante la transicién del estadio 16 al 17 (Cantera et al., 2002).

En base a estas observaciones, Cantera y colaboradores propusieron que la
reversion parcial de la ND podia estar mediada por una redundancia genética entre los
genes sall y otros genes expresados durante el desarrollo embrionario, que pudiera
compensar parcialmente la ausencia de los genes sall mediante una reorganizacién del
transcriptoma (Cantera et al., 2002). Esta redundancia podria ser “coincidente” (genes
que se expresan y cumplen una funcién similar a los genes sall en la misma etapa de
desarrollo) o “secuencial” (genes que se expresan y cumplen una funcion similar a los

genes sall en diferentes estadios del desarrollo).

Figura 3. Microscopia electrénica de cerebros de embriones normales y mutantes
nulos sall en los estadios de neurodegeneraciéon y reversion. WT16: cerebro de
embriones normales de estadio 16; WT17: cerebro de embriones normales de estadio
17; Hol6: cerebro de embriones mutantes homocigotos sall de estadio 16 mostrando
claros indicios de ND (las flechas indican la presencia de vacuolas y espacio extracelular
agrandado); Hol7: cerebro de embriones mutantes homocigotos sall de estadio 17
mostrando la reversién histolégica del fenotipo de ND. Adaptado de Cantera et al.,
2002.
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HIPOTESIS GENERAL

La reversion del fenotipo neurodegenerativo observado en mutantes de
Drosophila nulos para los genes sall se debe a una reorganizacién de su transcriptoma
gue incluye la regulacién de genes que confieren NP. Estos genes podrian ser
identificados mediante el analisis comparativo del transcriptoma de embriones de

Drosophila normales y mutantes nulos sall en las etapas de ND y de reversion.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar genes con potencial neuroprotector usando como modelo un caso

excepcional de ND reversible en la mosca Drosophila melanogaster.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Mediante secuenciacion mMRNA-Seq, realizar el anadlisis comparativo del
transcriptoma de embriones de Drosophila normales y mutantes nulos para los
genes sall en las etapas de ND y de reversion identificadas por Cantera vy

colaboradores (2002).

Analizar si los mutantes de Drosophila con falta de funcidon del gen w presentan

ND.

Caracterizar la potencial funcién neuroprotectora de genes candidatos obtenidos a

partir del andlisis mRNA-Seq.

16



ESTRUCTURA DE LA TESIS

Esta tesis de doctorado se subdividird en tres capitulos que corresponden a los

objetivos especificos anteriormente planteados:

I Analisis transcriptomico de un proceso de neurodegeneracion reversible

. Los mutantes del gen white de Drosophila presentan neurodegeneracion

. Validacién de genes candidatos a neuroproteccion: la sefalizacidon por acetil-

CoA
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CAPITULO |

ANALISIS TRANSCRIPTOMICO DE UN PROCESO DE

NEURODEGENERACION REVERSIBLE

18



INTRODUCCION CAPITULO |

En este primer capitulo, con el fin de identificar genes con potencial
neuroprotector, realizamos un analisis comparativo del transcriptoma de embriones
WT y mutantes nulos sall en las etapas de ND y de reversidon descritas (Cantera et al.,
2002). Para ello, utilizamos el método de secuenciacion masiva de alto rendimiento
“mRNA high throughput sequencing” (mRNA-Seq) de lllumina
(http://www.illumina.com/), que permite analizar las diversas variantes de ARN de un
organismo, es decir su transcriptoma, con gran eficiencia y precisién (Marioni et al.,
2008; Mortazavi et al., 2008). Presenta diversas ventajas frente a los analisis de
expresion por microarrays (Brown & Botstein, 1999), ya que detecta transcriptos
desconocidos de cualquier especie y tipo sin necesidad de usar sondas especificas para
un determinado ARN, presenta un bajo ruido de fondo, una mayor sensibilidad de

deteccidn y precision de cuantificacion (revisado en Chaitankar et al., 2016).

El método mRNA-Seq de /llumina incluye varias etapas principales (revisado en
Chaitankar et al,, 2016): 1) extraccidn, purificacion y fragmentacion del ARN; 2)
retrotranscripcion del ARN a ADNc; 3) construccion de la libreria de muestras
(fragmentos de ADNc de doble hebra flanqueados por adaptadores); 4) generacion de
“clusters” y 5) secuenciacion por sintesis (SBS). La generacidén de clusters implica la
desnaturalizacién de las librerias, la hibridacion al azar entre los adaptadores unidos al
ADNCc y oligonucledtidos presentes en la superficie de un soporte sdlido, la sintesis
repetida por “PCR puente” de las hebras complementarias a los ADN de hebra sencilla
generando clusters de clones de ADN de doble hebra y la eliminacion de las hebras
reversas formando clusters de hebra simple. Para la SBS se agregan nucledtidos
terminales reversibles que se van incorporando en cada ciclo al inicio de los clusters,
marcados con fluorescencia especifica para cada base A, T, G o C, emitiendo a distinta
longitud de onda al ser excitados por un laser y dando sefiales de diferente color segun
la base incorporada. Estas sefales son capturadas por la cdmara de un microscopio
confocal integrado en el equipo secuenciador. Cada fluoréforo y el terminador son
eliminados tras la captura de la imagen, permitiendo la incorporacién de la siguiente
base y repitiendo el proceso hasta completar la lectura de toda la secuencia.

Subsecuentemente, se procede al analisis primario de las lecturas, alineamiento y
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mapeo de las lecturas con transcriptos conocidos y con el genoma completo para
identificar transcriptos y cuantificarlos. Posteriormente, suelen aplicarse diversos
analisis secundarios que emplean algoritmos como el RPKM/FPKM (“Reads/ Fragments
Per Kilobase of the exon model per Million reads”) (Mortazavi et al., 2008; Trapnell et
al., 2010) para expresar los niveles de transcriptos. Luego se eliminan los transcriptos
de baja expresion (ej: <1 FPKM) y se normalizan los valores para realizar analisis
posteriores como el analisis de Expresidn Diferencial (DE) usado para identificar genes
que se expresan diferencialmente entre grupos de muestras (ej. WT vs mutantes). Se
obtienen asi los valores relativizados de transcriptos expresados en “fold changes” y se

calcula su grado de significancia estadistica.

En los ultimos afos, la mRNA-Seq se ha transformado en el método favorito
para caracterizar transcriptomas normales o asociados a enfermedades en diversos
organismos como Drosophila y humanos (revisado en Byron et al., 2016; Dong et al.,
2016). EI SN es uno de los sistemas biolégicos mas complejos. Analizarlo mediante esta
técnica podria contribuir a comprender mejor su funcionamiento en condiciones
normales o de ND, identificando por ejemplo genes con funciones importantes para el
SN, como la de NP, tal como realizamos en esta tesis y presento a continuacion en el

apartado de Resultados de este Capitulo I.
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HIPOTESIS CAPITULO |

El grupo de genes regulados diferencialmente (sobre- o sub-expresados) en los
embriones de Drosophila mutantes sall respecto a los embriones WT, durante el
estadio donde se observd ND (estadio 16), estaria enriquecido en genes asociados a
ND, mientras que el grupo de genes regulados diferencialmente durante el estadio

donde se observo reversion de la ND (estadio 17), estaria enriquecido en genes de NP.
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OBJETIVO GENERAL CAPITULO |

Identificar genes significativamente sub o sobre-expresados en el mutante sall
en las etapas de ND y de reversion mediante la comparacién del transcriptoma de

embriones WT con el de embriones mutantes sall.

OBJETIVOS ESPECIFICOS CAPITULO |

1. Seleccionar embriones WT y mutantes sall (homocigotos y heterocigotos) en los

estadios 16 y 17 para realizar extracciones de ARN.

2. Confirmar por PCR la falta de expresion de los genes sall en las muestras mutantes.

3. Realizar la secuenciacion mRNA-Seq, anotar las secuencias, cuantificar los niveles de

expresion y realizar el analisis de expresién diferencial (DE).

4. Realizar el analisis de enriquecimiento funcional (GO, Gene Ontology) y otros

analisis bioinformaticos.

5. Validar los resultados del andlisis DE por qPCR de genes seleccionados.
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METODOLOGIA CAPITULO |

1. Seleccion de embriones y extraccion de ARN

Las muestras de ARN para la secuenciacién por lllumina fueron obtenidas a
partir de embriones de Drosophila, WT o mutantes nulos para sall en heterocigosis
(He) u homocigocis (Ho), recolectados en los estadios de desarrollo embrionario 16

(correspondiente al fenotipo de ND) y 17 (correspondiente a la reversion del fenotipo).

Los embriones provinieron de cepas de moscas mantenidas en medio de cultivo
estandar a una temperatura de 25°C. Los embriones WT fueron obtenidos de la cepa
silvestre Oregon R. Los embriones mutantes nulos sall Ho (Df(2L)32FP-5/Df(2L)32FP-5),
que carecen de expresion de ambos genes sall debido a una deficiencia en el
cromosoma 2 (Barrio et al., 1999), fueron obtenidos de la cepa Df(2L)32FP-5/CyO-GFP.
Esta cepa mantiene la mutacion en heterocigosis ya que es letal embrionaria en
homocigosis en etapas tardias de la embriogénesis. También permite identificar y
seleccionar los embriones mutantes sall Ho ya que éstos no expresan GFP mientras
gue los He de esta cepa si la expresan. Los embriones mutantes sall He (Df(2L)32FP-
5/+) fueron obtenidos del cruce entre hembras Df(2L)32FP-5/CyO-GFP y machos
mutantes w (w) y seleccionados por ser también GFP negativos. La seleccion de ambos
estadios de desarrollo embrionario, 16 temprano (13,5 hs de desarrollo del huevo a
25°C) y 17 temprano (18 hs de desarrollo a la misma temperatura) se basé en la

morfologia del intestino medio (Figura 4).

Un total de 500 embriones de cada genotipo y estadio fueron congelados en
nitrégeno liquido, divididos en réplicas de 50 embriones/tubo y preservados en 20 pl

de RNAlater (Ambion).

Se extrajo el ARN total de cada una de las muestras usando el kit “Cells to cDNA
[I” (Ambion). Las muestras de ARN resultantes de las extracciones fueron cuantificadas
por Nanodrop (Thermo Scientific) y su calidad fue chequeada con el “Agilent 2100

Bioanalyzer” (Agilent).
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Figura 4. Seleccion de muestras de embriones para la extraccion de ARN.

2. Validacion de expresion por PCR y qPCR

Previo a la secuenciacién se chequed la expresion de salm y salr en las muestras
obtenidas a partir de embriones WT y He sall de ambos estadios y se confirm¢ la falta
de expresion de ambos genes en las muestras Ho sall. Para ello se realizaron PCRs
convencionales y gPCRs de ADNc de todas las muestras, con varios juegos de primers
especificos (Tabla 1) disefiados para ambos genes sall usando la herramienta “primer

BLAST” disponible en el sitio web de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

A fin de validar los datos de la secuenciacion mediante otro método
cuantitativo, se realizaron también gPCRs para 2 genes asociados al sistema inmune,
Drosomycin-like 5 (dro5) e Immune induced molecule 3 (IM3), previamente vinculados
en la literatura a ND, que mostraron diferencias significativas en las muestras
secuenciadas. La Tabla 1 muestra los juegos de primers especificos empleados

disefiados por “primer BLAST”.

Previo a todos los analisis de amplificacién del ADNc, realizamos un tratamiento
con DNasal en todas las muestras de ARN (2 ul de enzima a 37°C durante 15 minutos
seguido de un paso de inactivacién a 75°C durante 5 minutos). Luego hicimos una

retrotranscripcion de 2 ug de ARN de cada una de las muestras (100 pl de volumen de
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reaccion), empleando oligonucléotidos al azar y el kit “SuperScript lll First-Strand

Synthesis System” (Invitrogen).

Tabla 1. Oligonucleotidos empleados para el analisis por PCR y qPCR.

GEN PRIMERS

SIMBOLO NOMBRE G ID FORWARD REVERSE
sam | spalt major CGB464 | 5-CACCACCGTCACAGCCACATG3 |  5-CGAGTTATCGTTGCTGTGCGG-3
dro5 | drosomycins CG10812 | 5-GCCAAGGAAGCCGATGCCGA3 |  5-ACGCGCCTTGAAGGATGGCC3
V3 mg‘:eigd”“d CG16844|  5-CTGGCTCTGGCCAACGGTGA3 5.CCGCTGCCCTTAGGCCCTCA 3
RpL32 | Ribosomal protein L32 | CG7939 | 5-CCTTCCAGCTTCAAGATGACCATCC-3 |5-ATCCGTAACCGATGTTGGGCATCAG-3

Las qPCRs se realizaron en un termociclador CFX (BioRad) empleando el

Ill

“master mix EvaGreen” (Biotium) y el “mix mi-Hot Taq” (Metabion), en un volumen
total de 20 ul por reaccion (20 ng de ADNc, 1x mi-Hot Taq mix, 1x Eva Green mix, 0.1

UM de cada primer Forward y Reverse).

Las condiciones para los pasos de desnaturalizacién, alineamiento y extensién
de las PCRs y qPCRs fueron los siguientes: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos a 95°C por 15
segundos y 60°C por 1 minuto, y una extensién final de 1 minuto a 95°C. Se construyd
una curva de fusion desde 60 a 95°C, con incrementos de temperatura de 0.5°C cada 5
segundos. La amplificacién del gen Ribosomal protein L32 (RpL32) se empledé como
control. Todas las reacciones fueron chequeadas en geles de agarosa tefiidos con

bromuro de etidio.

Para las qPCRs se realizaron los calculos de Ct ("threshold cycle") de cada uno
de los genes amplificados (genes sall, los 2 genes seleccionados del sistema inmune y
el gen RplL32) correspondientes a cada muestra (WT16, Hol6, Hel6, WT17, Hol7,
Hel7). El valor de Ct representa la interseccion entre la curva de amplificacién de un
gen en la muestra y la linea umbral de amplificacion y es por tanto una medida relativa
de la concentracion de ADN del gen estudiado en la reaccién PCR. Una vez obtenidos
los Ct, se calcularon los AvgCt, es decir, los promedios de Ct entre las réplicas
bioldgicas y técnicas de cada muestra amplificada con los juegos especificos para cada

gen. También se calculdé para cada muestra el dCt, que es la diferencia entre el AvgCt
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de una muestra para la amplificacién de un gen de interés (ej. sall) y el AvgCt de la
misma muestra para la amplificacion del gen control RpL32. Posteriormente se calculd
el ddCt de cada gen en cada muestra relativo a la muestra WT16 (resta del dCt del
WT16 al dCt de la muestra para cada gen). Finalmente se calculé para cada muestra la
magnitud del cambio de expresién (“Fold change”) de cada gen relativo al valor de

WT16 (valor 1) y el porcentage de expresion correspondiente.

3. Secuenciacion mRNA-Seq, anotacion de secuencias y andlisis de expresion

diferencial

La secuenciacion mRNA-Seq fue realizada por el personal de la Plataforma de
Andlisis Gendmico de CIC bioGUNE (Bizkaia, Espafia) bajo la direccion de la Dra. Ana
Maria Aransay. Se secuenciaron con un equipo Genome Analyzer Il de /lllumina los
ADNc de dos o tres tubos independientes de muestras de embriones de cada genotipo
y estadio seleccionados previamente (replicas bioldgicas y técnicas). Las librerias
mRNA-Seq fueron construidas a partir de 1 ug de ARN total por muestra, siguiendo las
instrucciones del kit “mRNA Sequencing Sample Preparation” (//lumina,
http://www.illumina.com/). Resumidamente, de cada muestra se aisl6 ARNm poli-A
mediante columnas magnéticas con oligos poli-dT; luego se realizé una fragmentacién
quimica al azar de todo el ARNm y se retrotranscribié a ADNc; se ligaron los
adaptadores universales de secuenciacion de /llumina a los extremos de los
fragmentos y se amplificaron mediante PCR puente los fragmentos de libreria ligados a
los adaptadores. Se obtuvieron librerias de tamafios entre 200-250 pares de bases
(conteniendo insertos de unos 80-120 pares de bases), que fueron posteriormente
cuantificadas por qPCR, agrupadas y amplificadas entre 36-38 ciclos en los carriles del

soporte soélido.

Las secuencias resultantes del analisis mRNA-Seq fueron depositadas en el
"NCBI Sequence Read Archive” (SRA http://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.
cgiview= studies) bajo el nimero de identificacién ID:SRA048981.1 y en la base de
datos GEO (“Gene Expression Omnibus”, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) con el
numero de acceso GSE38664. Las lecturas se alinearon con el genoma de Drosophila

(version r5.22 de FlyBase) empleando el programa Bowtie (Langmead et al., 2009)
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eligiendo la opcién “best aligment”. Luego fueron anotadas con el programa
“R/Bioconductor Genominator”, normalizadas por RPKMs (Mortazavi et al., 2008) y
analizadas para definir el perfil de DE con el programa DESeq (Anders & Huber, 2010)
(Figura 5).

Genes
sobre-expresados

Genes
sub-expresados

Figura 5. Esquema de las comparaciones realizadas para el analisis de solapamiento
de expresion diferencial DE.

4. Andlisis de la ontologia génica y otros andlisis bioinformaticos

Realizamos un analisis GO no sesgado de las listas de genes DE, usando la
herramienta online VLAD (Visual Annotation Display. http://informatics.jax.org/
~jer/vlad). Complementamos este analisis con otro relativamente sesgado, basado en
listas de genes representativas de ciertas funciones bioldgicas (Grupos Funcionales,
GF), construidas ad hoc para este estudio, empleando informacidn de la literatura y
diversas bases de datos disponibles en red: VLAD, AMIGO (The Gene Ontology.
http://amigo.geneontology.org), GATHER (Gene Annotation Tool to Help Explain
Relationships. http://gather.genome. duke.edu), GOTM (GOTree Machine.
http://genereg.ornl.gov/gotm) y FlyBase (http://flybase.org). Algunas de estas listas de
referencia fueron construidas exclusivamente en base a estudios cuyo objetivo era
construir catalogos de genes asociados experimentalmente a ciertos GF. Nuestra lista
de referencia para el GF Regeneracion tisular se basé en listas publicadas por Blanco et
al., 2010; la de Estrés salino se baso en Stergiopoulos et al., 2009; la de Enfermedades
mitocondriales en Fernandez-Ayala et al.,, 2010; y la de Largo de vida/envejecimiento

en Camporeale et al., 2006; Curtis et al., 2007; Lai et al., 2007; Lee et al., 2009; Kim et

27



al., 2010. Posteriormente calculamos y graficamos el porcentaje de genes DE en el
mutante Ho sall que pertenecian a cada GF de referencia, en el estadio 16 (WT16 vs
Ho16; Hel6 vs Ho16), 17 (WT17 vs Ho17; Hel7 vs Hol7) y en la transicidon entre ambos
estadios (Ho16 vs Ho17; WT16 vs WT17). La Tabla Suplementaria 1 muestra los genes
en cada categoria de GF de referencia. Los genes de las listas DE que no pertenecian a
los GF seleccionados fueron clasificados bajo el término genérico Otros y aquellos que
no tenian anotacion funcional en Flybase fueron clasificados bajo el término Funcion
desconocida. Finalmente, realizamos el analisis GO con el programa FatiGO del

paquete BABELOMICS (Al-Shahrour et al., 2006).

Mediante otros métodos bioinformaticos se analizaron los sitios de unién a la
proteina Sall en los genes del Sistema Inmune dro5 e IM3 que mostraron DE en
nuestro analisis. Para ello se uso el programa MatScan (Blanco et al., 2006), exigiendo
como maximo una sustitucion de base respecto a la secuencia de unién consenso
publicada (Barrio et al., 1996) y usando como referencia el ensamblaje del genoma

R5/dm3 de la base de datos BDGP (http://www.fruitfly.org).

También comparamos nuestros resultados mRNA-Seq de muestras WT de
estadio 16 y 17 con aquellos de muestras de embriones de Drosophila que coinciden
temporalmente con las nuestras, obtenidas en otro analisis transcriptdmico
(modENCODE, Graveley et al., 2011). Esto fue realizado de dos maneras, previa
normalizacion de todos los datos por la mediana, con el fin de comparar el nimero e
identidad de genes que aumentan o reducen sus transcriptos en el intervalo de
desarrollo embrionario de Drosophila comprendido en ambos estudios. La primera
manera de comparar ambos analisis fue calculando los coeficientes de correlacion de
Pearson entre: a) nuestros datos mRNA-Seq de las muestras WT16 (13,5 hs de
desarrollo) y aquellos de modENCODE obtenidos de embriones de 12-14 horas de
desarrollo (SRX015647), y b) nuestros datos mRNA-Seq de las muestras WT17 (18 hs de
desarrollo) y aquellos de modENCODE obtenidos de embriones de 18-20 horas de
desarrollo (SRX015650). Para la segunda comparacion de nuestros resultados con los
de Graveley y col. (2011) calculamos el nimero de genes DE sobre o sub-expresados al
menos 4 veces en nuestras muestras WT en la transicion entre los estadios 16 y 17 y

entre las muestras modENCODE de 12-14 hsy 18-20 hs.
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RESULTADOS CAPITULO |

A continuacién resumiré los principales resultados correspondientes a este
capitulo de la tesis, en relacién al orden de los objetivos especificos que expuse
anteriormente. Quisiera destacar que la mayoria de estos resultados fueron vya
publicados (Ferreiro et al., 2012, se adjunta al final de la tesis) y mencionar que
muchas de las imagenes presentadas a continuacion son parte de esa publicacién por

lo que las mantuve en idioma inglés, respetando la versidn original publicada.

1. Cuantificacion y chequeo de calidad de las muestras de ARN empleadas en la

secuenciacion mRNA-Seq

Las muestras de ARN para la secuenciacion mRNA-Seq fueron extraidas a partir
de embriones de Drosophila WT, mutantes nulos sall Ho y He, colectados en los
estadios de desarrollo embrionario 16 (WT16, Ho1l6 y Hel6) y 17 (WT17, Hol7 y Hel7).
La Tabla 2 y la Figura 6 muestran los resultados de la cuantificacion por Nanodrop y el
chequeo de calidad por “Agilent 2100 Bioanalyzer” (respectivamente) de estas

muestras.

Tabla 2. Cuantificacion por Nanodrop del ARN total extraido de todas las muestras
posteriormente secuenciadas por mRNA-Seq.
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Figura 6. Resumen de los resultados de chequeo de calidad por Agilent del ARN
extraido de todas las muestras posteriormente secuenciadas por mRNA-Seq. Las
bandas visualizadas en los distintos carriles se corresponden al ARNr 18s. Todas las
muestras (a excepcion de la Hel6 10A que no se muestra en esta figura) contenian ARN
de buena calidad, no degradado. La banda verde simboliza el marcador inferior que se

usa como un estandar interno para alinear los datos del "ladder" con los datos de los
carriles de muestras.

Estos resultados confirmaron que el ARN no se encontraba degradado y que
tanto la cantidad como la calidad de todas las muestras de ARN permitia usarlas para

secuenciar a excepcion de la muestra Hel6é 10A que fue descartada por estar

degradada.

2. Andlisis por PCR y qPCR de la expresion de los genes sall

Previo a la secuenciacidon chequeamos por PCR y gPCR la expresidon de salm y
salr en las muestras de ARN WT16, Hel6, WT17, Hel7 y confirmamos la ausencia de
transcriptos de ambos genes en las muestras Hol6 y Hol7. Para ello hicimos
retrotranscripciones de los ARN a ADNc y amplificamos los genes con oligonucledtidos

especificos. Los resultados se resumen en la Figura 7.
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Ejemplo de prueba de primers salm por PCR convencional ‘ | Ej. prueba de primers salr por Q-PCR

Primers: Sal(+)2082 + Sal(-)2424
rpL32 3 Fw + Rev

Homo 16 2A
Homo 16 5A
Homo 16 7A

Vallecas 16
Vallecas 17
Hetero 16
Hetero 17
Homo 16 1A
Homo 16 4A
Homo 16 6A
Homo 17

Sal @

w32 @@ * 6 00000 00 L

Figura 7. Analisis de la expresion de los genes sall en las muestras de ARN por PCRy
gPCR. La figura muestra un ejemplo de PCR convencional con uno de los pares de
primers para la amplificacion del gen salm y el control rpL32 (izquierda) y un ejemplo
de calculo de ct resultante de una qPCR con uno de los pares de primers para la
amplificacién del gen salr (derecha). RpL32 (o Rp49) corresponde al gen ribosomal de
tipo "housekeeping" usado como control.

3. Secuenciacion mRNA-Seq y andlisis de expresion diferencial

Con el fin de construir una base de datos del perfil de transcripciéon en los
estadios de ND vy reversién, realizamos la secuenciacion mRNA-Seq de los ADNc
obtenidos por retrotranscripcién a partir del ARN de todas las muestras (WT16, Hel6,
Hol6, WT17, Hel7, Hol7) por duplicado o triplicado. La Tabla 3 muestra los

parametros de secuenciacidn de las réplicas bioldgicas.

Empleando el programa DESeq (Anders & Huber, 2010) para medir las
diferencias de expresion génica entre todas las muestras, identificamos 2534 genes
con valores de DE que superaban el limite definido como estadisticamente significativo
(p<0.001) en al menos una de las comparaciones genotipicas (por estadio y entre
estadios, Figura 5). La Tabla Suplementaria 2 muestra la varianza en la proporcion de
transcriptos entre los resultados del andlisis DE por comparacion genotipica. También
calculamos los RPKM (Mortazavi et al., 2008; ver Introduccion Capitulo 1) para

confirmar la variabilidad de expresién interna de las muestras (Tabla Suplementaria

3).
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Tabla 3. Pardmetros de secuenciacion de las réplicas bioldgicas de los genotipos
estudiados.

Simbolos genotipicos: Silvestre o normal (WT), heterocigoto (He), homocigoto (Ho). Las
letras a, b y c representan diferentes experimentos para cada genotipo. Las réplicas
técnicas para una misma muestra genotipica se agruparon (ej: WT16ab). *Se considera
que un gen es expresado cuando presenta valores de RPKM > 1.

Comparamos el perfil global de transcripcién de las muestras Ho16 y Hol7 con
las muestras WT y He de ambos estadios, dada nuestras hipotesis de que los genes DE
en el Hol6 estarian principalmente asociados a ND mientras que los genes DE en el
Hol7 estarian principalmente asociados a NP. La Figura 8 muestra el agrupamiento
jerarquico de todos los genotipos en los estadios 16 y 17 respecto a los 2534 genes
definidos como DE en al menos una de las comparaciones pareadas entre genotipos y
estadios (Figura 5). En estos resultados se observa una clara diferencia entre los
transcriptomas de estadio 16 y 17 independientemente del genotipo analizado, lo cual
indica que la variacion de expresidon en este intervalo del desarrollo embrionario es
mayor a la variacion debida a la mutacion de los genes sall. Por otro lado, también se
observa una mayor similitud entre las muestras WT y He con respecto a las muestras

Ho, que aparecen mas diferenciadas.
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El resultado mas interesante a resaltar dadas nuestras hipdtesis es que existen
diferencias de expresion en los mutantes Ho y los WT tanto en el estadio de ND como
en el de reversion. La comparacién del transcriptoma de los embriones WT y mutantes
Ho dio lugar a una lista de 633 genes regulados diferencialmente en los mutantes Ho
en los estadios embrionarios 16 y/o 17, y en la transicidon entre ambos estadios (Tabla

Suplementaria 4 y Figuras 8-10).

—= 1

16 Helt Ho16 WT17 Hel7 Ho17

|

R —

Color Ke
g Value 10 15

Figura 8. Agrupamiento jerarquico (heatmap) de los 2534 genes con expresion
diferencial (p<0.001) en al menos una de las comparaciones entre genotipos y
estadios secuenciados por mRNA-Seq. Comparaciones en estadio 16 6 17: WT vs Ho,
WT vs He y He vs Ho. Comparaciones en la transiciéon entre ambos estadios: WT16 vs
WT17, Hel6 vs Hel7 y Hol6 vs Hol7. Las columnas representan el tipo de muestra y
las filas horizontales los 2534 genes. Los colores representan los valores log2 de la
proporcién de expresion por encima (magenta, sobre-expresados) o por debajo (verde,
sub-expresados) del nivel medio de expresion fila/columna (conteo normalizado de
genes), tal como muestra la escala.
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La Figura 9 muestra diagramas de Venn representando el numero total de
genes DE en cada comparacion pareada entre genotipos en cada estadio. Los perfiles
transcriptdmicos de los embriones WT y He solo se diferenciaron en 72 genes en el
estadio 16 (42 sobre-expresados y 30 sub-expresados en el He respecto al WT) y 94
genes en el estadio 17 (24 sobre-expresados y 70 sub-expresados en el He respecto al
WT). Los perfiles transcriptomicos de los embriones WT y Ho se diferenciaron en mas
de 200 genes: 216 genes en el estadio 16 (190 sobre-expresados y 26 sub-expresados
en el Ho respecto al WT) y 260 genes en el estadio 17 (163 sobre-expresados y 97 sub-

expresados en el He respecto al WT).

Estadio 16

28
WTws Ho 11 WTws He
0
Hows He
Estadio 17
.
WTws Ho WTws He

Genes sobre-expresados

Howvs He

Genes sub-expresados

Figura 9. Andlisis comparativo del transcriptoma mutante sall en los estadios
correspondientes a neurodegeneracion (16) y reversion (17). Los diagramas de Venn
representan el nimero de genes con DE p<0.001 en cada genotipo (WT, He y Ho)
respecto a los otros dos para los estadios 16 (arriba) y 17 (abajo). El solapamiento de
diagramas incluye los genes con igual comportamiento o compartidos entre las
comparaciones de genotipos (solapamiento de expresién diferencial). Los numeros
superiores de cada diagrama (en negro) representan los genes sobre-expresados y los
inferiores (en gris) los genes sub-expresados en el segundo genotipo respecto al
primero (ej. el diagrama de Venn etiquetado "WT vs Ho" representa el numero de
genes sobre o sub expresados en las muestras de embriones Ho respecto a los WT).
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La comparacion del transcriptoma de los tres genotipos en el estadio 16,
mostro 249 genes DE en los mutantes sall (Ho16 + Hel6) respecto a los WT16 (Figura
9). De esos 249 genes descartamos 161 que mostraban perfiles diferentes en las
comparaciones genotipicas pareadas (ej.: genes que se expresaban diferencialmente
en la comparacién WT16 vs Hel6 pero no en las comparaciones WT16 vs Ho1l6 o Hel6
vs Ho16). Los 88 genes que presentaban perfiles acordes en todas las comparaciones
entre genotipos del estadio 16 fueron clasificados en dos categorias de acuerdo a si
eran independientes (47 genes) o dependientes (41 genes) de la dosis génica de sall

(Tabla 4).

Tabla 4. Numero de genes expresados diferencialmente de manera significativa en
los mutantes Ho16 y Hel6 respecto a los WT16.

Genes sub-expresados (D=downregulated) o sobre-expresados (U=upregulated) en el
segundo genotipo respecto al primero; (E=Equal) representa la ausencia de cambios
significativos en la expresion de los genes considerados entre los genotipos
comparados.
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La comparacion del transcriptoma de los tres genotipos en el estadio 17,
mostro 307 genes DE en los mutantes sall (Hol17 + Hel7) respecto a los WT17 (Figura
9). De esos 307 genes descartamos 92 que mostraban perfiles diferentes en las
comparaciones genotipicas pareadas. Los 215 genes restantes fueron clasificados en
dos categorias de acuerdo a si eran independientes (151 genes) o dependientes (64

genes) de la dosis génica de sall (Tabla 5).

Tabla 5. Numero de genes expresados diferencialmente de manera significativa en
los mutantes Hol7 y Hel7 respecto a los WT17.

Genes sub-expresados (D=downregulated) o sobre-expresados (U=upregulated) en el
segundo genotipo respecto al primero; (E=Equal) representa la ausencia de cambios
significativos en la expresiéon de los genes considerados entre los genotipos
comparados.

La Figura 10 muestra los resultados del analisis DE de las comparaciones

genotipicas durante la transicion entre el estadio 16 y el estadio 17, expresados como
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graficos de dispersion log2 del cambio en la expresidn génica (Figura 10A) o como
diagramas de Venn al igual que en la figura anterior (Figura 10B). En los embriones WT,
la transicién entre ambos estadios implicd un aumento de la expresion de 1687 genes
y una disminucion de la expresién de 312 genes (en WT17 respecto al WT16, panel
izquierdo en la Figura 10A), con un cambio similar en el mutante He (no se muestra en
la figura). Los mutantes Ho, en cambio, mostraron una disminucion en los genes que
aumentan su expresion en la transicién de estadios (781 genes vs 1687) y un aumento
en los genes que bajan su expresion (416 genes vs 312) respecto a la anterior
comparacion (panel derecho en la Figura 10A). 872 genes se expresan
diferencialmente en los tres genotipos en el estadio 17 respecto al 16 (664 sobre-

expresados y 208 sub-expresados; Figura 10B).

A
) WT 16/17 :
s 1687| &
- 10‘ S L 10
O5 2 SO O 5
T 0 g | B0
L5 v | 25
37 312 10 416
S fe01 Tetor 1et03 Tet05 3 Te01 Tet01  1et03  1e+05
Base Mean Base Mean
B

Estadio 16 vs 17

WT16 vs WT17 He16 vs He17

Genes sobre-expresados

H016 v§ H01T Genes sub-expresados

Figura 10. Resultados del analisis de expresion diferencial durante la transicidon de
estadio embrionario 16 a 17. (A) Graficos de dispersién del log2 del nivel de cambio en
la expresion génica en el estadio 17 respecto al 16 en los genotipos WT y Ho, en
relacion al conteo promedio de genes. Cada punto simboliza un gen. En rojo se
representan aquellos genes que cambian su nivel de expresion significativamente (p <
0.001) en la transicidn entre estadios: hacia arriba del eje de las x (sobre-expresados
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en 17 respecto a 16) y hacia abajo (sub-expresados en 17 respecto a 16). (B) Diagramas
de Venn que muestran el solapamiento de DE en la transicion entre ambos estadios
(WT16 vs WT17, Hel6 vs Hel7 y Hol6 vs Hol17). La forma de leer estos diagramas es
igual a la explicada para la Figura 9.

4. Validacion de los resultados de mRNA-Seq por medio de qPCR de genes del sistema

inmune previamente asociados a neurodegeneracion

A fin de validar los datos de la secuenciacion mRNA-Seq mediante otro método
de cuantificacion de transcriptos, analizamos por gPCRs los transcriptos de los genes
del sistema inmune dro5 e IM3, previamente vinculados por la literatura a ND, que
presentaban diferencias significativas entre las muestras Ho y WT secuenciadas. Para
obtener informacién detallada de los genes seleccionados ver FLYBASE:

http://flybase.org/.

Respecto al gen dro5, los resultados de la secuenciacion indicaban que se
encontraba sobre-expresado en la muestra Ho respecto a la WT en estadio 16, pero no
en el estadio 17. Esto fue confirmado por los resultados de la qPCR (Figura 11,
izquierda). El gen IM3 segln nuestros resultados de mRNA-Seq se encontraba
fuertemente sobre-expresado en Ho respecto al WT en estadio 17, pero no en el

estadio 16, lo cual también fue confirmado por gqPCR (Figura 11, derecha).
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Figura 11. Validacion de los resultados de la secuenciacion mRNA-Seq.
Representacion grafica de los resultados de expresion por qPCR de los genes dro5
(izquierda) e IM3 (derecha) en embriones WT y Ho de estadios 16 6 17. Las letras U
(“upregulated”=sobre-expresado) y E (“equal”’=sin diferencias significativas en la
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expresion) indican el resultado que se habia obtenido previamente por medio de
secuenciacion por mRNA-Seq.

5. Andlisis de los sitios de union a la proteina Sall en los genes del sistema inmune

seleccionados para la validacion del andlisis DE

Mediante el programa MatScan (Blanco et al., 2006), se analizaron los posibles
sitios de unién de los factores de transcripcion Sall en las regiones gendmicas
adyacentes a los genes dro5 e IM3. Encontrar posibles sitios de unién a Sall dentro de
las regiones promotoras de estos dos genes apoyaria la hipdtesis de que los cambios
significativos en sus niveles de transcripcidn en el mutante Ho respecto al WT se deben
a la ausencia de los factores de transcripcién Sall en el mutante. Nuestro analisis reveld
qgue tanto dro5 como IM3 presentan en sus promotores varios sitios conservados de
unién a Sall (Figura 12). Esto indica que ambos genes podrian estar regulados, mas
concretamente reprimidos, por Sall, lo que indica que las diferencias de transcriptos

entre los Ho y WT probablemente se deban a la ausencia de Sall en los mutantes.

A dro4 EEgm B dros {EEm CG12077 Il

Conservation

d_sechellia I.l‘
d_yakuba [[]I] I
dl_erecto || NNBNINN A1

Conservation = I

d_melanogaster TAAATGGCAQATTGCATAAAATCAATGTC
d_simulans TAAATGGCAQATTGCATAAAATCAGTGTC
d_sechellia TAAATGGCACQATTGCATAAAATCAGTGTC
d_yakuba TAAATAACACQATAGCATAAAATCGATGTC
d_erecta TAAATAACACQATGGCATAAAAACGATGGC

M2 il J— Iv3 - - cG16836 -

Conservation

Conservation

d_melanogaster CTATATAATTATTTCAGAATATAGATAAGAAAACTTGTTATTTAATAAAAATAAATGA
d_simulans GTATATAATTIAATTCAGAAAATAGTTAAGCAAAGCTTATATTTAATAAAAAT - - TGTA
d_sechelia GTATATAATTATTTCAGAAAATAGTTAAGCAAAGCTTTTATTTAATAAAAAT - -TTTA
d_yakuba ACTTATACCTATCTTAAAATATAGTCAAAAAAATTAGTTACTTAATCACCAT - -TATA
d_erecta ATATATACATATCTCAGACAATAGCTAAAAGAAAAGGTTAATTAAGCACCAT - -TATA

Figura 12. Analisis de potenciales sitios de union al factor de transcripcion Sall
dentro de los promotores de los genes dro5 e IM3. La imagen muestra la regién del
genoma de Drosophila donde se encuentran los genes dro5 e IM3 y las secuencias
conservadas de unidn a Sall que presentan estos sitios en diversas especies de
Drosophila (melanogaster, simulans, sechelia, yakuba y erecta).

39



6. Comparacion de los resultados DE con los datos de modENCODE

Como forma adicional de confirmar la calidad de nuestra secuenciacion,
comparamos nuestros resultados para las muestras WT de los estadios 16 y 17 con los
valores obtenidos para muestras WT de estadios aproximadamente equivalentes,
obtenidos por otros investigadores también mediante mRNA-Seq (datos del proyecto
modENCODE disponibles en una base de datos de acceso publico, Graveley et al.,
2011). El coeficiente de correlacion de Pearson mostré una gran correlacién entre
ambas colecciones de datos (r=0.79776 para el estadio 16 y r=0.81202 para el estadio
17; Figura 13). 1175 genes (64%) aparecen sobre-expresados y 412 (39%) aparecen

sub-expresados en ambas colecciones de datos.

163 001 01 1 10 100 1000 163 001 01 1 10 100 1000
E12-14 hs modENCODE E18-20 hs modENCODE

Figura 13. Comparacion de nuestros resultados con los datos del proyecto
modENCODE. En ambos casos se us6 mRNA-Seq para analizar el transcriptoma de
embriones WT a lo largo del desarrollo embrionario. Los graficos muestran el
resultado del analisis de correlacién entre los datos modENCODE correspondientes a
E12-14hs y nuestros resultados mMRNA-Seq para la muestra WT16, r=0.79776 (A) y los
datos modENCODE correspondientes a E18-20hs y nuestros resultados mRNA-Seq
para la muestra WT17, r=0.81202 (B).

7. Andlisis de ontologia génica

Una vez definidas las listas de genes DE obtenidas de las comparaciones entre
los embriones WT y los mutantes He y Ho de los estadios 16 y 17 o entre embriones de

de un mismo genotipo de estadios distintos, se procedid a investigar qué funciones
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bioldgicas conocidas se encontraban representadas en estas listas y cuales aparecian
sobre-representadas en ellas respecto a su representacion en el genoma total de

Drosophila (analisis de enriquecimiento funcional).

Para realizar un analisis de enriquecimiento funcional se compara la proporcién
de genes del genoma total anotados con una cierta funcién bioldgica, con la
proporcién de genes de la misma funcidon presentes en una lista experimental (ej.
genes DE en la comparacion WT16 vs Ho16). Se puede usar una aproximacién “no
sesgada” analizando las listas directamente en linea con diversos programas de analisis
de ontologia génica (GO) de libre acceso en la web. También se puede usar una
aproximacion “sesgada” usando como referencia listas de Grupos Funcionales (GF) de

interés generadas fundamentalmente en base a la literatura.

En esta tesis decidimos emplear ambas aproximaciones para clasificar por
funcién bioldgica los 620 genes DE en los embriones Ho respecto a los WT, en los
estadios 16 y/o 17 y en la transicidn entre ambos estadios, e investigar qué funciones
bioldgicas aparecian sobre-representadas (Figura 14). Mediante estos analisis
identificamos que 72 de los 633 genes estaban experimentalmente asociados con
procesos de ND o NP en Drosophila u otros organismos (Tabla Suplementaria 4, en
rojo), representando aproximadamente 5 % de los genes de nuestras listas. Nuestra
hipotesis postulaba que el grupo de genes expresados diferencialmente en el Hol6
respecto al WT16 estaria enriquecido en genes asociados a ND, mientras que el grupo
de genes expresados diferencialmente en el Hol7 respecto al WT17 y/o en el Hol7
respecto al Hol6 estaria enriquecido en genes asociados a NP. La totalidad de genes
de Drosophila asociados empiricamente a procesos de ND o NP conocidos al momento
de nuestro analisis representaba el 2% del genoma total, por lo cual interpretamos que
nuestras listas se encontraban enriquecidas en genes asociados a ambos procesos

bioldgicos, tal como habiamos postulado.

El analisis de enriquecimiento funcional "no sesgado" (ver Metodologia
Capitulo 1.4) fue realizado empleando el programa VLAD (http://informatics.jax.org/
~jer/vlad) y mostré un enriquecimiento en genes asociados a procesos de oxido-
reduccion en la comparacién WT16 vs Hol6 y en genes asociados a serinas-

endopeptidasas en las comparaciones WT17 vs Hol7 y Hol6 vs Hol7 (Tabla
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Suplementaria 5). Ambos procesos se encuentran estrechamente relacionados con

procesos de ND.

El andlisis de enriquecimiento funcional "sesgado" (ver Metodologia Capitulo
1.4) fue realizado empleando listas de GF que construimos especialmente para este
andlisis en base a la literatura (Tabla Suplementaria 6) y mostré como resultado mas
importante a resaltar, un enriquecimiento en genes previamente asociados de manera
empirica a ND y/o NP. También mostré una sobre-representacion de GF asociados por
la literatura a ambos procesos, sugiriendo el potencial de nuestras listas para

identificar genes potencialmente asociados a ellos.

7.1. Identificacidon de genes potencialmente asociados a neurodegeneracion

La clasificacién en GF de los genes DE en la comparacién genotipica WT16 vs
Ho16 (Figura 14A y Tabla Suplementaria 6) mostré que 5% de ellos pertenecian al GF
ND/NP y el andlisis GO mostré un enriquecimiento significativo (p<0.01) en este GF
(Figura 14A, en rojo). Los otros GF mayoritariamente representados fueron Neuronal
(8%), Redox (7%), Estrés salino (6%), Regeneracion tisular (6%) y Largo de
vida/Envejecimiento (6%). Se encontraron también representados otros GF vinculados
a ND como Enfermedades mitocondriales en porcentajes menores a 5% (Figura 14A).
Un 27% de estos genes fueron clasificados en el grupo Funcion desconocida (no
asignada empiricamente ni sugerida). El andlisis GO mostré también un
enriquecimiento significativo (p<0.01) de los GF Redox, Largo de vida/Envejecimiento y
Enfermedades mitocondriales, respecto a la representacion de estos GF en el genoma
completo de Drosophila (Figura 14A, en rojo). Los GF Neuronal y Ayuno (Starvation)
también se encontraron significativamente sobre-representados con un p<0.05 (Figura

14A, en verde).

La clasificacion en GF de los genes DE en la comparacion genotipica Hel6 vs
Ho16 (Figura 15A y Tabla Suplementaria 6) mostré que 4% de ellos pertenecian al GF
ND/NP y el analisis GO mostré un enriquecimiento significativo (p<0.05) en este GF
(Figura 15A, en verde). Los otros GF mayoritariamente representados fueron Estrés
salino (8%), Neuronal (7.5%), Regeneracion tisular (6%), Largo de vida/Envejecimiento
(6%), Enfermedades mitocondriales (6%) y Redox (5%). Se encontraron también
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representados otros GF vinculados a ND como Fagocitosis en porcentajes menores a
5% (Figura 15A y Tabla Suplementaria 6). Un 24% de estos genes fueron clasificados
en el grupo Funcion desconocida. El analisis GO mostré también un enriquecimiento
significativo (p<0.01) del GF Redox (Figura 15A, en rojo). Los GF Neuronal,
Enfermedades mitocondriales, Ayuno y Regulacion hormonal también se encontraron
significativamente sobre-representados con un p<0.05 (Figura 15A, en verde). Estos

resultados son similares a los de la comparaciéon WT16 vs Ho16 (Figura 14A).

7.2. Identificacion de genes potencialmente asociados a neuroproteccion

La clasificacién en GF de los genes DE en la comparacién genotipica WT17 vs
Hol7 (Figura 14B y Tabla Suplementaria 6) mostré que 6% de ellos pertenecian al GF
de ND/NP y el andlisis GO mostré un enriquecimiento significativo (p<0.01) en este GF
(Figura 14B, en rojo). Los otros GF mayoritariamente representados fueron Respuesta
inmune (10%), Neuronal (9%), Estrés salino (8,5%) y Largo de vida/Envejecimiento
(5,5%). Se encontraron también representados otros GF en porcentajes menores a 5%
(Figura 14B y Tabla Suplementaria 6). Un 19% de estos genes fueron clasificados en el
grupo Funcion desconocida. El anadlisis GO mostré también un enriquecimiento
significativo (p<0.01) de los GFs Respuesta inmune, Estrés salino, Largo de
vida/Envejecimiento, Ayuno, Redox y Enfermedades mitocondriales (Figura 14B, en
rojo). El GF Neuronal también se encontrd significativamente sobre-representado con

un p<0.05 (Figura 14B, en verde).

La clasificacion en GF de los genes DE en la comparacion genotipica Hel7 vs
Ho17 (Figura 15B y Tabla Suplementaria 6) mostré que 4% de ellos pertenecian al GF
ND/NP y el analisis GO mostré un enriquecimiento significativo (p<0.01) en este GF
(Figura 15B, en rojo). Los otros GF mayoritariamente representados fueron Estrés
salino (10%), Respuesta inmune (10%), Enfermedades mitocondriales (7%), Neuronal
(6%) y Largo de vida/Envejecimiento (5%). Se encontraron también representados
otros GF en porcentajes menores a 5% (Figura 15B y Tabla Suplementaria 6). Un 18%
de estos genes fueron clasificados en el grupo Funcion desconocida. El analisis GO

mostré también un enriquecimiento significativo (p<0.01) de los GFs Respuesta
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inmune, Enfermedades mitocondriales, Estrés salino y Ayuno (Figura 15B, en rojo).

Estos resultados son similares a los de la comparacién WT17 vs Ho17 (Figura 14B).

Por ultimo, la clasificacidon en GF de los genes DE en la comparacidn genotipica
Hol6 vs Hol7 (Figura 14C y Tabla Suplementaria 6) mostré que 5% de ellos
pertenecian al GF ND/NP y el andlisis GO mostrdé un enriquecimiento significativo
(p<0.01) en este GF (Figura 14C, en rojo), principalmente entre los genes
significativamente sub-expresados en la transiciéon de estadios (p=2.15 x 107). Los
otros GF mayoritariamente representados fueron Neuronal (8%), Regeneracion tisular
(6,5%), Largo de vida/Envejecimiento (6,5%), Estrés salino (6%), Respuesta inmune (6%)
y Transmembrana (5%). Se encontraron también representados otros GF en
porcentajes menores a 5% (Figura 14C y Tabla Suplementaria 6). Un 19% de estos
genes fueron clasificados en el grupo Funcion desconocida. El analisis GO mostré
también un enriquecimiento significativo (p<0.01) de los GFs Redox (principalmente
entre los genes significativamente sub-expresados en la transicién de estadios, p=1.29
X 10’4), Largo de vida/Envejecimiento y los GFs Respuesta inmune, Ayuno vy
Enfermedades mitocondriales, estos tres ultimos principalmente entre los genes
significativamente sobre-expresados en la transicién de estadios (p=8.77 x 107,
p=2.75 x 10 y p=1.36 x 107, respectivamente) (Figura 14C, en rojo). El GF Estrés
salino también se encontrd significativamente sobre-representado con un p<0.05

(Figura 14C, en verde).
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Figura 14. Clasificacion en categorias funcionales de los genes regulados diferencialmente en los
embriones mutantes sall Ho respecto a los WT en los estadios de neurodegeneracion (16) y
reversion (17) y en los embriones Ho en el estadio de reversion respecto al de neurodegeneracion.
Principales GF representados en los genes DE en los mutantes sall, expresados como porcentaje de
genes en cada grupo: (A) Hol6 respecto a WT16, (B) Hol7 respecto a WT17 y (C) Hol7 respecto a
Hol6. En rojo y verde se muestran los resultados del analisis de enriquecimiento GO, GF
significativamente sobre-representados en la muestra, con p<0.01 y p<0.05 respectivamente,
respecto al genoma total de Drosophila.
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Figura 15. Clasificacion en categorias funcionales de los genes regulados diferencialmente en las
comparaciones genotipicas entre mutantes sall Ho y He en los estadios 16 y 17 y entre embriones
WT en ambos estadios. Principales GF representados en los genes DE en el segundo genotipo de
cada comparacién respecto al primero, expresados como porcentaje de genes en cada grupo. (A)
Ho1l6 respecto a Hel6, (B) Hol7 respecto a Hel7 y (C) WT17 respecto a WT16. En rojo y verde se

muestran

los resultados del analisis de enriquecimiento GO, GF significativamente, sobre-

representados en la muestra, con p<0.01 y p<0.05 respectivamente respecto al genoma total de

Drosophila.

En resumen, el analisis de expresién diferencial combinado con el analisis de

enriguecimiento funcional, nos permitié construir una base de datos del perfil de

transcripcion en los estadios de ND vy reversién, revelando que existe un patrén de

transcripcion caracteristico que identifica a estos dos momentos criticos del desarrollo

en el mutante (Figura 16).
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El estadio de ND se caracteriza por sobre-expresion de genes asociados
principalmente a Redox, Largo de vida/Envejecimiento y Ayuno, y sub-expresion de

genes asociados a Enfermedades mitocondriales y funcién Neuronal.

El estadio de reversion de ND (NP) se caracteriza por sobre-expresion de genes
asociados principalmente a la Respuesta inmune, Enfermedades mitocondriales, Estrés

salino y sub-expresion de otros genes asociados a Redox, Largo de vida/Envejecimiento

y Ayuno.
NEURODEGEMERACION NEUROPROTECCION
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Figura 16. Patron de transcripcion caracteristico de los estadios de
neurodegeneracion y neuroproteccidn. Las flechas simbolizan los genes de cada GF
sobre o sub- representados (orientacién hacia arriba o abajo respectivamente). El
tamafio de las flechas es proporcional al grado de significancia de esta sobre-
representacion (p<0.01 6 p<0.05).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES CAPITULO |

1. Validacion del modelo de neurodegeneracion reversible de los mutantes sall

Uno de los aspectos mas importantes que merecen ser discutidos en este
capitulo es que los resultados de la secuenciacion detallados anteriormente confirman
el modelo de ND reversible propuesto por Cantera y col. (2002) y descrito en la
Introduccion General. En ese trabajo se demostraba por diversos métodos,
principalmente por la histologia de cerebros WT y mutantes Ho sall analizados por
microscopia electronica, que existia un claro fenotipo de ND en los mutantes de
estadio 16 y, mas llamativo e interesante aun, que existia una reversion histoldgica de
este fenotipo en los mutantes Ho en el siguiente estadio de desarrollo embrionario.
Estas observaciones llevaron a estos autores a plantear que la falta de Sall podria ser
compensada parcialmente, gracias a una redundancia funcional de los genes sall con
otros genes, por una reorganizacion del genoma que lograse revertir transitoriamente
el fenotipo de ND. Por lo que los embriones mutantes sall de Drosophila podian ser un
buen modelo para analizar procesos de ND y de NP (responsables de la reversion),
desde diversos enfoques metodoldgicos, entre los que resalta el analisis de la
expresion de genes caracteristicos de ambos estadios donde estos autores observaron
los fenotipos histologicos. Esto podia dar lugar a la definicion de perfiles de expresiéon
caracteristicos de procesos de ND y NP y a la identificacién de nuevos genes asociados

a uno o ambos procesos, tal como los presentados en este capitulo de la tesis.

Consideramos que nuestros resultados del andlisis de expresion mRNA-Seq
comparativo de embriones WT y mutantes sall validaron el modelo de ND reversible,
ya que encontramos un enriquecimiento significativo de genes previamente asociados
de manera empirica a ND entre los genes expresados diferencialmente en la etapa de
ND histoldgica (p=1.28 x 107, Figura 14A y Tabla suplementaria 6). Por ejemplo,
encontramos un enriquecimiento significativo de la funcidon Redox (Greene et al., 2005;
Gruenewald et al.,, 2009; Rival et al., 2009). Algunos ejemplos de estos genes son
1(2)01289, que protege de la toxicidad causada por B-amiloide (Rival et al., 2009);
nueve genes de citocromos mitocondriales (Cyt-b, Col-lll, Cyp4gl, Cyp4p2, Cyp6a23,
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Cypl2cl, Cyp304al) y seis genes para NADH-ubiquinonas oxidoreductasas
mitocondriales (ND1-6).

Ademas, observamos un enriquecimiento significativo de genes previamente
asociados de manera empirica a NP entre los genes expresados diferencialmente en la
etapa de reversion de la ND histolégica (p=1.05 x 10, Figura 14B y Tabla
suplementaria 6). Como ejemplo de algunos de estos genes se encuentra el gen que
codifica la proteina de choque térmico Hsp70Bc cuya expresién mejora la ND causada
en Drosophila por mutaciones en el gen parkin (Bonini, 2002; Fernandez-Funez et al.,
2007; Gruenewald et al., 2009). Otros ejemplos son los genes Cyp6a8, CG2065,
CG11825, GstE1, Prx2540-1 y Prx2540-2 cuyas mutaciones se encuentran asociadas a
varias enfermedades neurodegenerativas como PD y AD (Scherzer et al., 2003; Xu et

al., 2004; Greene et al., 2005; Gruenewald et al., 2009; Rival et al., 2009).

Nuestros resultados también muestran que la mayoria de los genes DE en la
etapa de ND se encuentran sobre-expresados. Esto coincide con lo reportado en otros
estudios gendmicos en Drosophila que analizan la expresidon de genes asociados a ND,
encontrandose éstos mayoritariamente sobre-expresados en los mutantes de ND
respecto a WT, por ejemplo en mutantes parkin (Greene et al., 2005) o en moscas con

expresion transgénica de a-synuclein y tau humanas (Scherzer et al., 2003).

2. Identificacion de genes potencialmente asociados a neurodegeneracion y

neuroproteccion

Otros resultados que ameritan resaltarse y ser discutidos es que también
logramos identificar un conjunto de genes significativamente sub- o sobre-expresados
en los mutantes sall durante la reversion del fenotipo de ND aun no anotados
funcionalmente en las bases de datos de Drosophila (cerca de un 20%) o que han sido

empiricamente asociados a otras funciones bioldgicas conocidas pero no a ND y/o NP.

A partir de nuestro analisis, estos genes podrian considerarse preliminarmente
asociados a ND y/o NP y eventualmente ser experimentalmente validados como tales.
Puesto que el estudio experimental de las funciones de un gen o proteina requiere
mucho tiempo y esfuerzo, y teniendo en cuenta que los genes sin funcion demostrada
experimentalmente constituyen actualmente la mitad del genoma aproximadamente,
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la confeccion de una lista enriquecida en genes asociados a una patologia o funcién
bioldgica permite facilitar el descubrimiento de nuevos genes importantes para esa
patologia o funcion. Desde ese punto de vista, la construccidon de una lista de genes
potencialmente involucrados en mecanismos que confieren NP (Tabla Suplementaria

6) es uno de los resultados mas importantes de esta tesis.

La ND y la NP podrian considerarse como dos caras de la misma moneda. Un
mismo gen podria estar asociado a ambos procesos antagdnicos, encontrandose por
ejemplo significativamente sub-expresado en procesos de ND y sobre-expresado en
procesos que dieran lugar a una NP o reversion del fenotipo de ND. O, dicho de otra
forma, la falta de funcion de un gen podria desencadenar ND, mientras que su
expresidon o sobre-expresidon podria ejercer una funcién neuroprotectora. De igual
forma, un mismo grupo funcional o funcién bioldgica, como Redox, Sistema inmune,
Largo de vida/Envejecimiento o Ayuno podria estar sobre-representada tanto en

procesos de ND como de NP.

2.1. Identificacion de genes potencialmente asociados a neurodegeneracion

Nuestros resultados del andlisis DE de los mutantes sall muestran que la lista de
genes significativamente sobre-expresados en los mutantes sall en el estadio
neurodegenerativo estd enriquecida en genes de los GFs Redox y Enfermedades
mitocondriales (p=5.25 x 10). Estos resultados por tanto, ademdas de sugerir una
posible funcion de los genes sall en el mantenimiento y la regulacion de la funcién
mitocondrial, refuerzan la idea planteada en trabajos previos de una fuerte asociacién
entre el estrés oxidativo y los procesos de ND (Jenner et al., 2003; Yun et al., 2006, Sau

etal., 2007, Trushina et al., 2007, Zhu et al., 2007).

Otros GFs enriquecidos en la lista de genes DE en los mutantes sall en el estadio
neurodegenerativo fueron Neuronal (genes asociados al desarrollo y funcion del SN) y
Ayuno. Algunos ejemplos de estos genes son el gen Ama que participa en la adhesion
celular de las neuronas (Nelson et al., 2005); los genes Hsp23 y Hsp26 que codifican
proteinas de choque térmico asociadas a la longevidad y la regeneracidn tisular (Aigaki
et al., 2002; Blanco et al., 2010; Fernandez-Ayala et al., 2010); el gen nAcRa-34E que

codifica un receptor de acetilcolina en el SNC de Drosophila y el gen CG4306 que estd
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involucrado en el crecimiento neuronal y la formacion de sinapsis (Mastushita-Sakai et

al., 2010).

La sobre-representacién de genes asociados a la funcidén neuronal en nuestras
listas de genes DE en el estadio de ND esta en concordancia con que es el tejido
nervioso el que es suceptible y blanco de procesos de ND. Muchos de estos genes,
hasta ahora no asociados empiricamente a ND, podrian ser eventualmente
caracterizados como tales mediante, por ejemplo, ensayos con mutantes de falta de
funcién y analisis y descripcién de fenotipos de ND en estos mutantes. Por otro lado,
encontrar genes asociados a longevidad estd en concordancia con que la ND tanto en
Drosophila como en otros organismos, esta asociada a una disminucién significativa de
la longevidad de los individuos que la padecen, por lo que también podrian
eventualmente ser caracterizados como asociados a fenotipos de ND de igual forma en
un futuro. Por ultimo, el ayuno (starvation) ha demostrado tener relacién con la
longevidad, promoviendo usualmente un aumento en el largo de vida y encontrandose
asociado a variaciones metabdlicas vinculadas con la funcion Redox y la reduccion de
los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS). Por lo tanto, esto nos hace sugerir
una asociacion del ayuno con los procesos neurodegenerativos y plantear una futura
caracterizacidon de genes asociados a este proceso que generen cambios metabdlicos

gue induzcan ND.

2.2. Identificacion de genes potencialmente asociados a neuroproteccion

El andlisis de enriquecimiento funcional de los genes DE en los mutantes sall en
el estadio de NP mostro, en coincidencia con trabajos previos de ND en Drosophila (ej.:
Gruenewald et al., 2009; Rival et al., 2009), un enriquecimiento de genes asociados al
GF Sistema inmune. Estos genes se encuentran principalmente sobre-expresados
significativamente (p=6.48 x 10%4). Algunos ejemplos son el gen IM4, sobre-expresado
también en mutantes parkin (Greene et al., 2005) y el gen IM10, sobre-expresado
también en moscas con expresion transgénica de una proteina Tau humana mutante

(Scherzer et al., 2003).

La desregulacion de genes del sistema inmune en moscas con patologias

neurodegenerativas puede ser una consecuencia secundaria frente a una respuesta de

51



estrés del SN a la ND. Otra alternativa es que la expresién diferencial de genes del
sistema inmune se active y promueva bien un efecto neurodegenerativo o

alternativamente uno neuroprotector (revisado en Cantera & Barrio, 2015).

Otros de los GFs enriquecidos en el estadio de NP, fueron el de Largo de
vida/Envejecimiento que agrupa genes como Cyp6al3, Nplp4, mthl8, Prx2540-1 y
Prx2540-2 mayormente vinculados a mitocondrias y que promueven un aumento en la
longevidad (West et al., 2001; Curtis et al., 2007; Lai et al., 2007; Boyd et al., 2011) y el
GF de Ayuno, cuya posible vinculacién con procesos de ND/NP se discutio

anteriormente.

Finalmente, el GF Estrés Salino también se encontré enriquecido (p=1 x 10
entre los genes significativamente sobre-expresados en los mutantes sall en el estadio
de NP. Esto sugiere que esta reversion puede estar relacionada con un proceso de

respuesta a estrés salino.

Una pérdida celular de agua a causa de un desequilibrio osmético, podria
explicar el fenotipo neurodegenerativo observado por Cantera et al. (2002),
caracterizado por un espacio extracelular agrandado, reduccién del tamafio de somas
neuronales y de didmetro axonal. La sobre-expresion de genes de respuesta a estrés
salino en el estadio 17 podria entonces reflejar la accion de un mecanismo que
permite revertir al menos esa parte del fenotipo neurodegenerativo observado en
estadio 16. Curiosamente, el gen salm es uno de los mas sobre-expresados en el
transcriptoma de moscas sujetas a estrés salino (Stergiopoulos et al., 2009) y se ha
observado que mutaciones en ciertos genes SALL de humanos y ratones se encuentran
asociadas a malfuncionamiento renal (revisado en de Celis & Barrio, 2009). Por lo
tanto, amerita ser investigada la participaciéon de los genes sall en la regulacion

osmotica.

3. Genes regulados directamente por los factores de transcripcion Sall

Nuestros resultados de secuenciacion mRNA-Seq también aportan a la
comprension del posible mecanismo de accidn de las proteinas Sall de Drosophila. La
mayoria de los genes regulados diferencialmente en los mutantes sall Ho estaban
sobre-expresados respecto a los WT y los mutantes sall He. Esto constituye una
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importante evidencia a favor de la hipdtesis de que los factores Sall funcionan
generalmente como represores transcripcionales (Netzer et al., 2001; Kiefer et al.,

2002; Sanchez et al., 2011).

Nuestro hallazgo de posibles sitios de unién conservados para la proteina Sall
en las regiones promotoras de los genes del sistema inmune dro5 y IM3 (Figura 12),
sumado a nuestros resultados de mRNA-Seq y confirmacién por qPCR sugieren por
primera vez que ambos genes podrian estar regulados directamente por Sall. Sin
embargo, no podemos descartar una probable induccién indirecta de dro5 y IM3
debida a una activaciéon del sistema inmune en respuesta a la ND (o al estrés celular
causado por la degeneracidn). Seria interesante realizar en un fututo experimentos in

vivo e in vitro que confirmaran una activacion directa de estos genes por Sall.

Teniendo en cuenta que el GF Sistema inmune se encuentra significativamente
enriguecido en el estadio de NP seria interesante también repetir el analisis de sitios
de unién a Sall en otros genes del sistema inmune que se encuentren desregulados en
el mutante sall. Si se encontrase una fuerte relacion entre los genes del sistema
inmune y Sall, los mutantes sall podrian representar un buen modelo para el estudio

de patologias relacionadas con la regulacién del sistema inmune.

Nuestros resultados de secuenciacidon y DE también nos permitieron clasificar a
los genes expresados diferencialmente en los estadios embrionarios 16 y 17 en dos
categorias: genes dependientes de la dosis de sall y genes independientes de la dosis
de sall (Tablas 4 y 5). Encontramos un efecto de dosis de sall en ciertos genes, entre
ellos, algunos de los reportados previamente por Cantera et al. (2002) mediante
métodos histoldgicos, como por ejemplo armadillo (arm), Fasciclin 2 y 3 (Fas2 y 3),
cadherin-N (CadN) y Neuroglian (Nrg) (Figura 17A), por lo que nuestro analisis apoya

también estos resultados.
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Figura 17. Efecto de dosis de sall en la regulacion génica. El analisis mRNA-Seq
confirmé un efecto de dosis de sall sobre la regulacion de ciertos genes, entre ellos,
algunos de los reportados previamente por Cantera y col. (2002) mediante métodos
histolégicos. Los mutantes sall He tienen menor cantidad de transcriptos para estos
genes respecto a los WT. A) Representacion grafica de la diferencia en los niveles de
transcriptos en los genes arm, Fas3, Nrg, Fas2, CadN y N entre los mutantes sall Hel6y
Ho 16. B) Representacion grafica de los niveles de transcriptos en los genes CG2233,
CG10812, CG13203, CG34063 y CG4922 en los embriones WT16 y en los mutantes sall
Hel6 y Ho 16. C) Representacion grafica de los niveles de transcriptos en los genes
CG1304, CG18279, CG42352 y CG6283 en los embriones WT17 y en los mutantes sall
Hel7 y Ho 17.

Nuestro analisis también mostré niveles intermedios de transcriptos en varios
otros genes de los mutantes He respecto a los Ho y los WT (Figura 17B-C). Como
ejemplos de esto, en el estadio 16 encontramos genes asociados a Regeneracion
tisular, Largo de vida/Envejecimiento y Estrés salino. En el estadio 17 encontramos
genes asociados a ND, Estrés salino y Ayuno. Esto indica, por tanto, que la regulacion

de muchos genes por los factores Sall es sensible a dosis y requiere de dos copias de
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los genes sall para funcionar normalmente. Este efecto de dosis es interesante, ya que
se ha demostrado que el Sindrome de Okihiro (OMIM 607323, Al-Baradie et al., 2002;
Kohlhase et al., 2002), cuyas caracteristicas fueron resumidas en la introduccién
general de esta tesis, es causado por la falta de una copia de SALL4 (Borozdin et al.,

2004).

4. Existe un cambio global en la expresion génica durante la transicion de la etapa de

desarrollo neural temprano y la de diferenciacion neuronal tardia en Drosophila

Nuestros resultados mRNA-Seq indican que el transcriptoma WT de Drosophila
cambia sustancialmente en apenas 5 horas, durante la transicidon entre los estadios
embrionarios 16 y 17. Ese cambio ocurre también en los mutantes sall aunque en
éstos, los genes que cambian su nivel de expresidon no son necesariamente los mismos
que en el WT (Figura 10A). Confirmamos este indicio mediante diversos analisis a
posteriori que publicamos separadamente (Cantera et al., 2014, se adjunta al final). Si
bien estos resultados derivan directamente de resultados presentados en este capitulo
de tesis, decidi no incluirlos como parte de este capitulo o como un nuevo capitulo ya
que no estaban directamente relacionados con la busqueda de genes implicados en

ND/NP.

Otros autores habian observado previamente que durante las diferentes etapas
de desarrollo de Drosophila, existen varias olas de cambios coordinados en la
transcripcion de cientos de genes (Arbeitman et al.,, 2002; Hooper et al., 2007;
Papatsenko et al., 2010). Uno de los momentos del desarrollo donde se encuentran
grandes cambios en el transcriptoma es entre las 11 y 18 horas de desarrollo
embrionario. Este intervalo solapa parcialmente con el intervalo de tiempo establecido
para la recogida de las muestras analizadas en esta tesis (Figura 4). Deducimos que
dentro de los 872 genes que presentan cambios de expresién en la transiciéon 16 a 17
en los tres genotipos analizados (Figura 10B), se encuentran la mayoria de los genes
relevantes para la finalizacion del desarrollo embrionario. También deducimos que la
coordinacion de estos cambios de transcriptoma es suficientemente robusta como
para persistir aun en los mutantes sall Ho, que son capaces de pasar al estadio 17 de

desarrollo aunque rara vez completan el desarrollo embrionario.
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5. Conclusiones principales

El analisis de los datos de secuenciacion mRNA-Seq revelé que el perfil
transcriptdmico del mutante Ho sall comparte aspectos con perfiles obtenidos en
otros estudios gendmicos de ND en Drosophila mencionados anteriormente. Los GF
Redox y Enfermedades mitocondriales estan sobre-representados en la etapa de ND
mientras que el de Sistema inmune estd enriquecido en la NP. Estos resultados
fortalecieron la validez conceptual del modelo de ND reversible descrito por Cantera et

al. (2002).

La caracterizacion del perfil de expresidn de las etapas de ND y NP también
reveld que uno de los genes de Drosophila regulados diferencialmente en ambas
etapas es el gen w, sugiriendo que podria estar implicado en procesos de ND. Si bien
este gen no parece tener un homdlogo claro en humanos su mutante nulo es usado
para la construccion de la mayoria de las cepas transgénicas de Drosophila empleadas
en experimentos entre los que destacan aquellos asociados a ND y NP. Este importante
hallazgo ameritd por tanto un capitulo independiente de experimentos en esta tesis

que se presenta a continuacién (Capitulo Il).

Finalmente, los resultados de este capitulo permitieron generar una lista de
genes que potencialmente tendrian funcidén neuroprotectora. En adelante denominaré
a estos genes “genes candidatos”, siguiendo la pauta de autores como Yang y
colaboradores (2015) que estipulan que los genes identificados en estudios genéticos
que emplean métodos de secuenciacion NGS deben denominarse asi hasta ser
asociados a una patologia particular mediante validaciones experimentales adicionales
(Yang et al.,, 2015). En nuestro caso, los denominaré '"genes candidatos a
neuroprotectores" ya que planteamos la hipdtesis de su relevancia funcional en
procesos de NP vy, para algunos de ellos, proponemos experimentos para validarlos

como tales en la parte final de esta tesis (Capitulo Ill).
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CAPITULO Il

LOS MUTANTES DEL GEN WHITE DE DROSOPHILA

PRESENTAN NEURODEGENERACION
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INTRODUCCION CAPITULO II

El anadlisis de los resultados de la secuenciacion mRNA-Seq (Capitulo 1) sugirio
una posible asociacion del gen w de Drosophila con procesos de ND (Tabla
Suplementaria 4, resaltado en amarillo). Existian estudios previos que sugerian una
posible vinculacion entre w y ND. De estos antecedentes, el principal era que la ND
retinal causada en moscas por la expresion transgénica de una forma mutante de la
proteina Tau humana es potenciada al combinarse con mutaciones en el gen w
(Ambegaokar & Jackson, 2010). Ademas de esto, el gen w exhibe niveles anormales de
transcriptos en dos estudios gendmicos de moscas que sufrian ND por expresion
transgénica de una forma mutante de la proteina a-synuclein humana (Scherzer et al.,
2003; Shieh & Bonini, 2011). A pesar de estos antecedentes, al momento de comenzar
esta tesis no se habia postulado explicitamente que la falta de funcidén de w en si mismo

podria causar ND.

Si bien el gen w no parece tener un homdlogo robusto en humanos y por tal
motivo no fue definido en esta tesis como “candidato a neuroprotector” (ver Capitulo
[ll), consideramos que su papel preponderante en el uso de Drosophila como
organismo modelo justifica su estudio y la investigacion sobre la hipdtesis de que su

falta de funcion produce ND.

1. El gen white de Drosophila

Las moscas Drosophila melanogaster WT tienen ojos de color rojo brillante. El
descubrimiento en 1910 de un macho de Drosophila con ojos blancos permitid realizar
experimentos de herencia cromosémica que demostraron la existencia de los genes y
su modo de funcidn, estableciendo el inicio de la genética moderna y revolucionando
la experimentacion en Drosophila (Figura 18, Green, 1996). Desde entonces, los
mutantes nulos para el gen w se han convertido en una herramienta genética
fundamental para responder una gran variedad de cuestiones bioldgicas de
importancia. Una de las razones para ello, es que estos mutantes son la base para la

construccion de moscas transgénicas (Rubin & Spradling, 1982; St Johnston, 2013).
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Figura 18. Morgan investigd la transmision cromosémica de la herencia a partir del
descubrimiento de una mosca con ojos blancos en 1910. La imagen muestra una
fotografia de Morgan en su laboratorio y el fenotipo mutante de ojos blancos (cepa
w'**®) comparado con el fenotipo WT de ojos rojos. (http://archive.protomag.com/;
https://www.chegg.com/).

El gen w de Drosophila (CG2759) se encuentra localizado en el cromosoma
sexual X y se conocen 2319 alelos mutantes (http://flybase.org/reports/
FBgn0003996.html). Codifica un solo tipo de transcripto que da lugar a una sola
proteina que se expresa principalmente en el ojo y los tubulos de Malpighi (érgano de
excrecién) y se acumula en la membrana de los granulos de pigmento visual
(Mackenzie et al., 2000). La proteina White también se expresa a menor nivel en el

cerebro y otros tejidos (Chintapalli et al., 2007; Borycz et al., 2008; Evans et al., 2008).

En la via de pigmentacion del ojo, la proteina White funciona como un
transportador tipo ABC (ATP-binding cassette transporters) de unidon a ATP que al
dimerizar con las proteinas Brown o Scarlet transporta guanina o
triptéfano/quinureina, respectivamente. Estos son los precursores para la sintesis de
dos tipos de pigmentos visuales: drosopterinas y omocromos (Figura 19, Nolte, 1952;
Sullivan & Sullivan, 1975; Sullivan et al.,, 1979; O Hare et al., 1984; Pepling & Mount,
1990). En neuronas, White interviene en la sintesis de serotonina y DA al transportar
sus precursores guanina y triptéfano, respectivamente (Figura 19, Goodwill et al.,
1998). Por lo tanto, los mutantes nulos w presentan niveles muy bajos de estas aminas

biogénicas (Borycz et al., 2008; Sitaraman et al., 2008).
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Figura 19. Funcion del gen white en la sintesis de los neurotransmisores serotonina y
dopamina. La proteina White contribuye al transporte del triptéfano, precursor de la
serotonina, y de la guanina, cofactor esencial para la conversion de tirosina en DAy de
triptéfano en serotonina. (Krstic et al., 2013).

Entre las funciones mas importantes de los pigmentos visuales del ojo
compuesto de insectos destacan la mejora de la agudeza visual y la proteccion de los
fotoreceptores de una excesiva exposicién a la luz (Shoup, 1966; Schraermeyer &
Dohms, 1993). Por tanto, los mutantes w’ tienen deficiencias en la agudeza visual y
sensibilidad potenciada a la luz (revisado en Belusi¢, 2011). También sufren
degeneracion retinal cuando son expuestos a condiciones de iluminacién constante
(Shoup, 1966; Wu & Wong, 1977; Schraermeyer & Dohms, 1993; Lee & Montell, 2004;
Bulgakova et al., 2010; Belusi¢, 2011). Ademads, presentan electroretinogramas (ERG)
anormales, alteraciones en el comportamiento de fototaxis (Kain et al, 2012), y una
significativa reduccién en el nimero de vesiculas sindpticas en las terminales de los

fotoreceptores (Borycz et al., 2008).

Las mutaciones en el gen w también producen gran variedad de fenotipos
neuroldgicos, los cuales probablemente no se deben a la deficiencia de la
pigmentacion de ojo, que incluyen modificaciones en el comportamiento sexual y de
agresion de los machos (Zhang & Odenwald, 1995; Anaka et al., 2008; Hoyer et al.,
2008; Lee et al., 2008; Krstic et al., 2013) y en el tiempo de recuperacidn tras un
periodo de anoxia (Xiao & Robertson, 2016), resistencia a la anestesia (Campbell &

Nash, 2001), déficits de aprendizaje olfativo/espacial (Diegelmann et al., 2006; Anaka
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et al., 2008; Sitaraman et al., 2008) e hipersensibilidad al etanol y a algunos estimulos

tactiles (Chan et al., 2014; Titlow et al., 2014).

A pesar de contar con estos reportes de multiples deficiencias neurolégicas en
los mutantes w, éstos son empleados por algunos investigadores como si fuesen
controles normales (ej.: Chinchore et al.,, 2012; Manzanillo et al., 2013; Bulat et al.,
2014; Lincoln et al., 2015, Snijder et al., 2015; West et al., 2015; Gupta et al., 2016;
Haddadi et al.,, 2016). Todos estos antecedentes hacen necesario determinar si los
mutantes w™ presentan ND y por tanto no deberian seguir siendo empleados como
controles normales en experimentos que emplean moscas transgénicas construidas en
un contexto genético mutante nulo para el gen w, fundamentalmente aquellos que

estudian procesos de ND y NP.

2. El ojo compuesto de Drosophila como modelo de neurodegeneracion

El ojo de una Drosophila adulta es un érgano compuesto por unas 800 unidades
Opticas llamadas omatidios, cada uno formado por diversos tipos celulares (Figura 20;
revisado en Lorincz et al.,, 2016). La estructura es basicamente la misma que fuese
definida con ayuda de microscopia electronica de transmisidén, en otras especies de

mosca, por el Dr. Trujillo-Cenoz (Trujillo-Cendz, 1965).

Ommatidia <— e

(a) Compound eyes of (b) Multiple ommatidia //
Drosophila in a compound eye

Ornma[tidium

[
Axon Rhabdom Pigment cell Photoreceptor Crystalline cone Cornea
(retinula) cells

(c) Structure of a single ommatidium

Lens
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Figura 20 (pagina anterior). Estructura del ojo compuesto de Drosophila.
(http://biology-forums. com/index.php?action= gallery;sa= view;id= 1165).

Cada omatidio contiene 8 células fotoreceptoras (R: retinulas; Figura 21). Los
fotoreceptores R1-R6 son los mas grandes y externos e intervienen en la sensibilidad a la
luz, mientras que los fotoreceptores internos R7-R8 son mds pequeiios e intervienen en
la percepcidon del color y la agudeza visual. Cada fotoreceptor tiene una extension
microviliar apical (rabdémero) orientada hacia el centro del omatidio y rica en la
proteina rodopsina, que interviene en la fototransduccién (Figura 20; revisado en
Lorincz et al., 2016). El omatidio contiene también células pigmentales que le permiten
un aislamiento optico de los omatidios circundantes. Estas son las que acumulan el
pigmento que le da al ojo su caracteristico color rojo y que no existe en el mutante w.
Finalmente, entre los fotoreceptores y la superficie del ojo se encuentran las células

cono, que secretan los componentes del cono cristalino y los lentes (Figura 20).

Figura 21. Distribucion de los fotoreceptores en un omatidio del ojo compuesto de
Drosophila. La figura muestra un esquema de los fotoreceptores visibles en un plano.
Si bien cada omatidio posee 8 células fotoreceptoras (R1-R8), solo se visualizan
usualmente 7 (R1-R7), ya que los rabdomeros de los fotoreceptores R7 y R8 estan
ubicados a distinta profundidad en el eje dptico no pueden ser vistos simultaneamente
en un mismo plano transversal. La zona ilustrada en verde mas oscuro representa la
region rica en microvellosides y rhodopsina, denominada rabdémero. La proteina
White se acumula en la membrana de los granulos de pigmento visual que rodean
estas estructuras. (Imagen adaptada de http://www.mdpi.com/1422-
0067/10/2/407/htm).
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Ramodn y Cajal fue el primero en considerar a la retina como una extensién
periférica del SN (revisado en Yang et al., 2015), lo cual es hoy ampliamente aceptado
y permite usar a la retina de mosca como un modelo para investigar y modelar el
funcionamiento del SN en condiciones normales y patoldgicas. La gran conservacion de
la mayoria de los mecanismos celulares y moleculares mas fundamentales y la gran
facilidad en la detecciéon y analisis de fenotipos mutantes y patologias del ojo
compuesto de Drosophila, hacen de este érgano un buen modelo para estudiar

procesos asociados a ND (Figura 22; revisado en Villacampa et al., 2013).

+/Y:42Dw" cl/42DdEHBP 1428
+/Y:42DUbiGFP/42DdEHBP 194

+/eyFLP;42Dw" cl/42DJEHBP 1428
+/eyFLP:42DUbiGFP/42DdEHBP 194

Figura 22. La extraordinaria regularidad de la estructura del ojo de Drosophila favorece su
uso como modelo para el estudio de procesos degenerativos. (A-C) Estructura de un ojo WT
visto mediante microscopia electrdnica de barrido y corte histolégico.(B) Ampliacion del area
dentro del rectdngulo blanco en A. (D-F) Estructura de un ojo con degeneracion retinal,
donde se observa que estos mutantes presentan ojos mads pequefios (D) y distorsidon de los
fotoreceptores con omatidios fusionados. (E) Ampliacidon del area dentro del rectangulo
blanco en D. En F) se observan cortes de retina de estos mutantes de ND tenidos con azul de
toluidina que presentan variaciéon en el numero normal de fotoreceptores al comparar con
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C. Las flechas blancas y las cabezas de flechas indican omatidios con menos o mas
fotoreceptores de lo normal, respectivamente. La barra indica 100 um (A,D), 20 um (B,E).
Imagen obtenida de Giagtzoglou et al., 2013.

La ND retinal observable en el ojo compuesto de diversos mutantes de
Drosophila generalmente es acompafiada de alteraciones funcionales que pueden
investigarse por registros de ERG, comparando moscas mutantes con moscas WT
(denominadas a partir de los Objetivos de este Capitulo como w’) (ver el ejemplo de la
Figura 23). El ERG de Drosophila contiene tres potenciales: 1) potencial ON que
muestra la respuesta al estimulo (On transient, Figura 23); 2) potencial del receptor
(Receptor potential, Figura 23); y 3) potencial OFF, que ocurre al cesar el estimulo (Off

transient Figura 23).

| }On transient
-

]. Off transient

wild type shakingB* ogre®
T 7~ " /"
k—-—. L--——; '\-..__.J

Figura 23. ERGs del ojo compuesto de Drosophila. Arriba a la izquierda se muestra la
disposicion de los electrodos colocados en la mosca para obtener los registros ERG.
Arriba a la derecha se muestra un patron de registro ERG normal con sus tres
componentes caracteristicos: potencial On, Off y del receptor. Abajo se muestra un
ERG de mosca WT y dos ejemplos de ERG con alteraciones causadas por mutaciones en
los genes shaking u ogre. (Imagenes adaptadas de Vilinsky et al., 2012 y Curtin et al.,
2002).

3. Variaciones en el contenido de dopamina y su asociacion con neurodegeneracion

En los animales, la DA es un neurotransmisor clave para modular la locomocién
y la actividad general (Yamamoto & Seto, 2014). En Drosophila, algunos mutantes de

ND como los mutantes parkin presentan niveles reducidos de DA debido a la
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disminucion de la sintesis de ésta en las neuronas dopaminérgicas o a la reduccion del

numero de dichas células.

Existen publicaciones informando sobre grandes reducciones en los niveles de
DA en mutantes w (Borycz et al, 2008; Sitaraman et al., 2008), pero que
lamentablemente no informan sobre la edad ni el sexo de las moscas estudiadas, ni el
momento del dia cuando las muestras fueron obtenidas. Considerar estos tres factores
podria resultar relevante dado que el gen w se ubica en el cromosoma sexual X y que
estda comprobado que los niveles de DA en Drosophila fluctian a lo largo de su vida

(Neckameyer et al., 2000), asi como a lo largo del dia (Gonzalo-Gémez et al., 2012).

4. Problemas de locomocion y reduccidn en el largo de vida en condiciones normales

y de estrés como indicios de neurodegeneracion en mutantes de Drosophila

Muchos mutantes de ND en Drosophila, presentan problemas de locomocién
(revisado en Jaiswal et al., 2012). El ensayo de locomocion mas frecuentemente
empleado en Drosophila es el ensayo de “climbing” (Figura 24), que mide la actividad

motora parcialmente dependiente de DA (Riemensperger et al., 2013).
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Figura 24. Ensayos de locomocion (climbing) en Drosophila para detectar mutantes
de neurodegeneracion. La figura muestra un ejemplo ilustrativo de resultados de este
ensayo para mutantes de ND parkin y para moscas WT. A la izquierda se observa
claramente que los mutantes parkin presentan menor movilidad que las moscas WT ya
gue al inducir un reflejo geotdxico negativo éstas no sobrepasan la linea verde ubicada
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a 8 cm de la base de los tubos. Ademas, como se observa en el ejemplo de la izquierda,
donde se grafica el nUmero de moscas de cada genotipo que sobrepasan la linea verde
a tres edades, el deterioro en esta habilidad es progresivo ya que aumenta con la edad
de manera mds marcada en los mutantes de ND.

Los fenotipos neurodegenerativos en Drosophila y el resto de los organismos,
también se caracterizan por un acortamiento significativo en el largo de vida de los
individuos que padecen la patologia respecto a los individuos control (ej.: Lessing &
Bonini, 2009; Jaiswal et al., 2012). El ensayo de medicién del largo de vida es empleado
rutinariamente en Drosophila para comparar individuos WT y mutantes, tomando una

reduccion en el largo de vida como otro posible indicio de ND (Figura 25).
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Figura 25. Ensayos de largo de vida en Drosophila para detectar mutantes de
neurodegeneracion. La figura muestra un ejemplo ilustrativo de resultados de este
ensayo para mutantes de ND parkin y para moscas WT observandose claramente que
los mutantes de ND viven significativamente menos que los controles.

Por ultimo, al igual que en otros organismos, los mutantes de Drosophila que
sufren ND tienen mucha menor tolerancia que las moscas WT a diversas formas de
estrés como puede ser la falta de comida o el exceso caldrico, la exposicion a
temperaturas relativamente bajas o altas, o a agentes oxidantes como el paraquato y
el perdxido de hidrogeno (Brown et al.,, 2009; Gruenewald et al., 2009; Landis et al.,

2012; Yan et al., 2012; Cobb & Cole, 2015; Kim et al., 2015).
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HIPOTESIS CAPITULO Il

Los mutantes nulos para el gen w de Drosophila sufren ND.
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OBJETIVO GENERAL CAPITULO II

Investigar si los mutantes w de Drosophila sufren ND.

OBJETIVOS ESPECIFICOS CAPITULO II

1. Analizar la histologia y fisiologia del ojo de mutantes w de Drosophila en
comparacién con moscas w’ para determinar si los mutantes presentan degeneracion

retinal.
2. Analizar el contenido de DA de mutantes w en comparacién con el de moscas w'.

3. Analizar si los mutantes w™ tienen deficiencias en la locomocién respecto a las

moscas w'.

4. Analizar si los mutantes w mantenidos en condiciones estandar o sometidos a
diversos tratamientos de estrés tienen alterado su largo de vida en comparacion a las

moscas w'.

5. Analizar si la expresion de una copia mini-w” en un contexto mutante w rescata el

fenotipo de ojo normal.
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METODOLOGIA CAPITULO II

1. Cepas de Drosophila y condiciones de laboratorio

Para los diferentes experimentos presentados en este capitulo se utilizaron
machos y/o hembras virgenes de Drosophila de las siguientes cepas: w''*8, w', mini-w"
en un contexto gendmico w8 (w'*8:{P[w[+mc]=UAS-GFP. S65T]}IIT10), y dos cepas
w’: Oregon R (http://flybase.org/reports/FBsn0000276. html) y Vallecas (Morata &
Garcia-Bellido, 1973). Las moscas fueron criadas en condiciones estandar: 25°C, ciclos
de 12:12 horas de luz:oscuridad y medio de cultivo estandar. Para la separacion de
sexos los individuos fueron anestesiados con éxido nitrico (Inject+Matic Sleeper) o con

CO..

2. Histologia retinal

Los cortes histoldgicos de retina fueron obtenidos a partir de hembras virgenes
de los genotipos descritos anteriormente y se estudiaron tres edades: 5, 15 y 30 dias
(n=5 por genotipo y edad). Las moscas fueron anestesiadas y decapitadas en una gota
de solucidn salina sobre un portaobjetos. La proboscis fue extirpada para facilitar la
entrada del fijativo a la capsula quitinosa de la cabeza que rodea al cerebro y los ojos.
La fijacidn del tejido se realizd por inmersion de las cabezas durante la noche en una
solucion fria de tampdn fosfato salino PBS 0.1 M conteniendo 2.5% de glutaraldehido y
4% de paraformaldehido (pH 7.3). Posteriormente las cabezas fueron lavadas repetidas
veces en PBS y post-fijadas en 0.5% de tetroxido de osmio durante 1 hora. Las
muestras fueron lavadas en agua y sometidas a una deshidratacién progresiva con
etanol al 50%, 70%, 80%, 90% y dos veces 100% en intervalos de 10 minutos y dos
pasajes por acetona de 20 minutos cada uno. Las cabezas fueron entonces
impregnadas en resina (AGAR 100, AGAR Scientific) y colocadas finalmente en moldes
conteniendo resina pura que luego fue polimerizada durante dos dias a 60°C. Usando
un ultramicrotomo RMX MT-X y cuchillas de vidrio se hicieron cortes histolégicos de 1
pum de espesor. Estos cortes fueron realizados siempre en la misma region vy
profundidad del ojo. Fueron posteriormente montados con medio DPX (Sigma) en

portaobjetos limpios y tefiidos con una solucién boracica de azul de toluidina al 0.1%
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para ser observados al microscopio (Olympus I1X81) y fotografiados (cdmara Olympus

DP71). Las microfotografias fueron procesadas mediante Adobe Photoshop.

3. Medicion de lagunas

Analizamos la presencia de lagunas dentro de los cortes histoldgicos de retinas
provenientes de tres hembras virgenes de las cepas w**® y w* de 5, 15 y 30 dias de
edad. Para cada genotipo y edad, registramos el nimero de lagunas, medimos su area
y calculamos el drea promedio de lagunas (um?). Las moscas w' nunca presentaron
lagunas. Los analisis estadisticos se realizaron usando el programa STATISTICA (7.0
Version, StatSoft, Inc.). El test de Shapiro-Wilk (Shapiro et al., 1968) fue usado para
corroborar el supuesto de distribucion normal de las muestras y el test de Levene
(Brown & Forsythe, 1974) para corroborar el supuesto de homogeneidad de varianzas
de las muestras. En aquellos casos donde confirmamos ambas condiciones, usamos el
test paramétrico de ANOVA de una via (ndmero de lagunas, w' 30 dias (d) vs w'*®
30d). En el resto de los casos empleamos el test no paramétrico de Kruskal-Wallis
(Kruskal & Wallis, 1952) (nimero y area de lagunas, w''*® 5d vs w'**® 15d vs w'**¥ 30d)

y el test de Mann-Whitney (Mann & Whitney, 1947) como analisis post-hoc, o

directamente el test de Mann-Whitney (4rea de lagunas, w'*® 30d vs w' 30d).

4. Mediciones del tamaino y numero de rabdémeros

Para cuantificar el nUmero de fotoreceptores se registrd la presencia de los
rabdédmeros R1-R7 y se midié su diametro observable en cada corte histoldgico
(ejemplo en la Figura 21) en hembras virgenes de las cepas w'**® y w* de 5y 30 dias de
edad (n=3 de cada genotipo y edad, 6 omatidios contiguos por mosca). Los resultados
de las mediciones fueron comparados estadisticamente (STATISTICA 7.0 Version,
StatSoft, Inc.), usando el test de normalidad Shapiro-Wilk (Shapiro et al., 1968), el test
de homocedasticidad de Levene (Brown & Forsythe, 1974) y posteriormente el test
paramétrico de ANOVA de dos vias (diametro de rabddomeros R1-R7 entre diferentes

genotipos: w* 5d vs w8 5d y w* 30d vs w'**® 30d; o entre diferentes edades de un

1118 1118

mismo genotipo, w’ 5d vs w’ 30d y w 5d vs w 30d). Para los analisis post-hoc

empleamos el test exacto de Fisher o el test de Bonferroni.
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También calculamos el porcentaje de omatidios con los siete rabdémeros (el
numero total de rabdémeros que pueden ser observados a este nivel de la retina en
moscas control), a partir de cortes histoldgicos de retina obtenidos de tres hembras

118 v w* de 5y 30 dias de edad, a apartir de tres hembras

virgenes de las cepas w
virgenes de las cepas w' y mini-w* de 30 dias de edad (cerca de 200 omatidios por
genotipo y edad). El test de Shapiro-Wilk (Shapiro et al., 1968) fue usado para
corroborar el supuesto de distribucion normal de las muestras y el test de Levene
(Brown & Forsythe, 1974) para corroborar el supuesto de homogeneidad de varianzas
de las muestras. En aquellos casos donde confirmamos ambas condiciones, usamos el
test paramétrico de ANOVA de dos vias para analizar si existian diferencias

significativas en el porcentaje de omatidios con siete rabdémeros entre genotipos de

la misma edad (w’ 5d vs w**® 5d y w* 30d vs w''*® 30d) y entre diferentes edades de

1118 1118

un mismo genotipo (w* 5d vs w’ 30d y w*° 5d vs w"° 30d). Para los analisis post-hoc
empleamos el test exacto de Fisher o el test de Bonferroni. De no cumplirse ambos
supuestos, empleamos el test no paramétrico de Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis,
1952) (w* 30d vs w'*®30d vs w’ 30d) y el test de Mann-Whitney (Mann & Whitney,

1947) como analisis post-hoc.

5. Electroretinogramas

Para estos experimentos, realizados en colaboracién con los Dres. Angel Caputi
y Pedro Aguilera (IIBCE), se usaron moscas hembras virgenes de dos genotipos (w8 y
w’) y dos edades (5 y 30 dias; n=4 por cada genotipo y edad). Las moscas fueron
inmovilizadas por frio y colocadas dentro de una punta de micropipeta de 1 ml,
tamafio adecuado para que la cabeza de la mosca quede fija y expuesta. Se introdujo
luego dentro de ese soporte, hasta tocar el abdomen de la mosca, un pequeno tapdén
de algoddn embebido en solucidn salina, que establiza el cuerpo de la mosca dentro de
la punta de pipeta y actia como electrodo de referencia. Luego se colocd la
preparacion bajo un microscopio (Axioscope, Zeiss) y se esperé unos 10 minutos de
adaptacion antes de comenzar la estimulacion con luz y el registro del ERG mediante
electrodos de vidrio rellenados con solucion salina. El electrodo activo se colocé sobre

la cérnea del ojo derecho y el de referencia tocando el cuerpo de la mosca (ver

ejemplo Figura 23). Se estimuld la cérnea con 50 pulsos rectangulares de luz LED
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blanca (15 mA) de 130 milisegundos de duracién cada uno, separados por intervalos de
5 segundos. El voltaje del electrodo fue amplificado usando Axoclamp 2B (Axon
Instruments) y registrado de manera continua a 20 kHz con el programa Pclamp (Axon
Instruments). Finalmente, se promediaron por genotipo y edad los registros post-
estimulo de cada mosca y se solaparon en un Unico trazo de registro para obtener una
mejor comparacion visual. Los resultados fueron analizados con el test de rangos de

Willcoxon (Wilcoxon, 1945).

6. Medicion del contenido de dopamina por HPLC

Estos experimentos requirieron andlisis de DA por High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) a cargo del servicio de HPLC del IIBCE, bajo la responsabilidad
del Dr. Juan Andrés Abin. Se analizaron cerebros de hembras w' y mutantes w8 de 5
y 30 dias de edad (n=15 cabezas por genotipo y edad). Congelamos las moscas en
nitrogeno liquido, las decapitamos por agitacién fuerte con vértex y almacenamos las
cabezas a -70°C hasta ser analizadas por el servicio. Posteriormente las cabezas de
cada muestra se homogeneizaron en 250 pl de acido percldrico frio y se procesaron de
acuerdo a la literatura (Borycz et al., 2008). Se centrifugaron los homogeneizados por
15 minutos a 15.000 g y se tomaron 10 pl de sobrenadante de cada muestra para ser
inyectados en la columna de HPLC (C18(2) 100Ax2.0 mm; tamafio de particula de 3 um;
Phenomenex, Luna) a través de una valvula (Rheodyne, Modelo 2175). El sistema de
cromatografia se compone de una unidad de desgasificacion (DGU-20A5R, Shimadzu),
una bomba binaria de HPLC (#1525, Waters) y un detector electroquimico con control
de temperatura (#2465, Waters). La fase mévil se compone de dcido monocloroacético
0.1 M, octil sulfato de sodio 0.69 mM, EDTA 7 uM a pH 3 y 6% acetonitrilo (vol/vol). El
buffer se filtrd (filtro Millipore 0.2 um), desgasifico y bombed a través del sistema a
una tasa de flujo de 0.3 ml/minuto. La DA fue detectada a un potencial de oxidacion de
+650 mV vs Ag/AgCl. La columna analitica y el flujo celular electroquimico fueron
mantenidos a 35°C. Los resultados fueron analizados estadisticamente con el

programa STATISTICA (7.0 Version, StatSoft, Inc.).
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7. Ensayo de locomocion (climbing)

Para los ensayos de climbing usamos hembras virgenes y machos de las cepas
w8y w* de 5, 15, 25 y 30 dias de edad. Se analizaron n=30-50 moscas por genotipo,
sexo y edad, separadas en tubos de 10 individuos por condicion. Este ensayo se basa
en un robusto reflejo de geotaxis negativa (las moscas se mueven en direccidn
contraria al vector gravitacional de la Tierra cuando son molestadas). Cuando se obliga
a una mosca a caer hacia el fondo del tubo de cultivo por medio de un golpe suave (se
golpea el fondo del tubo sobre la mesa de trabajo) las moscas comienzan
inmediatamente a trepar por la pared del tubo hacia su borde superior, lo cual permite
detectar eventuales deficiencias en la capacidad para trepar. Las moscas fueron
mantenidas durante los 30 dias del experimento en medio de cultivo fresco,
cambiandolas a un tubo nuevo cada cinco dias. Primero se agitaron los tubos con
moscas de cada muestra (10 réplicas por condicién) ocho veces consecutivas para
hacer caer las moscas al fondo de los tubos antes de que comenzaran a trepar. Diez
segundos después se registro el niumero de moscas que habian trepado hasta
atravesar una linea marcada a 8 cm de la base del tubo (ver ejemplo Figura 24). Este
procedimiento fue repetido 10 veces para cada tubo, dejando un intervalo de 1 minuto
entre cada registro. Las diez medidas por tubo fueron promediadas para la
representacion grafica de los resultados (por genotipo, sexo y edad) y para ser
comparadas estadisticamente. Los andlisis estadisticos se realizaron usando el
programa STATISTICA (7.0 Version, StatSoft, Inc.). El test de Shapiro-Wilk (Shapiro et
al., 1968) fue usado para corroborar el supuesto de distribucién normal de las
muestras y el test de Levene (Brown & Forsythe, 1974) para corroborar el supuesto de
homogeneidad de varianzas de las muestras. En aquellos casos donde confirmamos
ambas condiciones (analisis de hembras), usamos el test paramétrico de ANOVA de
dos vias para analizar si existian diferencias significativas en la habilidad de trepar
entre genotipos de la misma edad (w* 5d vs w8 5d, w* 15d vs w''*® 15d, w* 25d vs
w8 25d y w’ 30d vs w'?*® 30d) y entre diferentes edades de un mismo genotipo (w"
5d vs w' 15d vs w* 25d vs w* 30d y w8 5d vs w'*8 15d vs w''*8 25d vs w''*® 30d). Para
los andlisis post-hoc empleamos el test exacto de Fisher o el test de Bonferroni. De no

cumplirse ambos supuestos (anélisis de machos) empleamos el test no paramétrico de
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Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis, 1952) (w* 5d vs w'**® 5d, w* 15d vs w'**® 15d, w* 25d
vs w8 25d vy w*30d vs w''¥30d y w’ 5d vs w* 15d vs w’ 25d vs w* 30d y w8 5d vs
w8 15d vs w8 25d vs w''*8 30d). El test de Mann-Whitney (Mann & Whitney, 1947)

se us6 como andlisis post-hoc.

8. Ensayos de largo de vida

1118« w* seleccionados

Utilizamos hembras virgenes y machos de las cepas w
inmediatamente tras la eclosidn. Se emplearon entre 20 y 100 moscas por genotipo y
sexo separadas en tubos de 10 individuos por condicidn. Para el experimento de 25°C
n=100; para el resto de los analisis con tratamiento previo de inductores de estrés, ver
detalle en la Seccidn 9. Las moscas fueron mantenidas durante todo el experimento en
medio de cultivo fresco, cambiandolas a un tubo nuevo cada cinco dias para
mantenerlas en buenas condiciones. Se contabilizé diariamente el nimero de moscas
muertas por tubo hasta la muerte de todos los individuos en los tubos de cada
condicidn y genotipo. Para cada genotipo, sexo y condiciéon experimental, calculamos
los valores de vida media (edad en que muere el 50% de las moscas). Los resultados
fueron registrados en tablas Excel y graficados por genotipo, sexo y ensayo de estrés.
Los andlisis estadisticos se realizaron usando el programa STATISTICA (7.0 Version,
StatSoft, Inc.). El test de Shapiro-Wilk (Shapiro et al., 1968) fue usado para corroborar
el supuesto de distribucion normal de las muestras y el test de Levene (Brown &
Forsythe, 1974) para corroborar el supuesto de homogeneidad de varianzas de las
muestras. En aquellos casos donde confirmamos ambas condiciones usamos el test
paramétrico de ANOVA de dos vias para analizar si existian diferencias en la vida media
entre genotipos y condicidon de tratamiento. Para los analisis post-hoc empleamos el

test exacto de Fisher o el test de Bonferroni.

9. Ensayos de estrés: dieta enriquecida en aziucar, ayuno y tratamiento con los
agentes oxidantes paraquato y perdxido de hidrogeno

Se comparé la tolerancia a diversas formas de estrés en machos y hembras

1118« w*, colectadas en el primer dia de vida. Las moscas de

virgenes de las cepas w
cada genotipo y sexo fueron mantenidas en tubos de aproximadamente 10 moscas
cada uno. Para el ensayo de suplementacién de dextrosa en la dieta (n=60 moscas por
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genotipo y sexo), las moscas fueron colocadas en tubos con comida conteniendo un
filtro de papel embebido en una solucién acuosa de dextrosa al 5%. Para el ensayo de
ayuno (n=60 moscas por genotipo y sexo), las moscas fueron colocadas en tubos sin
comida conteniendo un filtro de papel embebido en agua para evitar que tuvieran sed
o se desecaran. Para los tratamientos con los agentes oxidantes paraquato o perdxido
de hidrégeno (n=50 moscas y n=20 moscas por genotipo, sexo y concentracion de
paraquato o perdxido de hidrégeno, respectivamente), las moscas fueron primero
sometidas a ayuno durante la noche previa al inicio del experimento (Wang et al.,,
2008), tras lo cual fueron colocadas en tubos conteniendo un filtro de papel embebido
en una solucidn acuosa de dextrosa al 5% con distintas concentraciones de paraquato
(2 mM, 10 mM 6 20 mM) o de perdxido de hidrégeno (0.5% 6 5%). Para cada tubo (10
moscas) se calculd la vida media por tratamiento, genotipo y sexo, parametro que fue
comparado estadisticamente usando el test paramétrico de ANOVA de dos vias. Para

los analisis post-hoc empleamos el test exacto de Fisher o el test de Bonferroni.

10. Neutralizacion dptica de la cérnea

Para monitorear la organizacién retinal en moscas de la cepa w8, mini-w'y w’
de 30 dias de edad, empleamos el método de neutralizacidon 6ptica de la cdrnea
siguiendo los protocolos originales descritos por Franceschini & Kirschfeld, 1971, y
Franceschini et al., 1981, para observar los rabdémeros. Este método emplea la luz
transmitida de un microscopio dptico para iluminar los rabdémeros dentro de los
omatidios en su parte proximal. Dicha luz los atraviesa y luego se refleja por la parte
distal del fotoreceptor, permitiendo su visualizacion. Los pasos bdsicos de esta técnica
son los siguientes: anestesia y decapitacion de las moscas; montaje de las cabezas en
un portaobjetos con una gota de esmalte de ufias transparente; iluminacion de los ojos
bajo un microscopio invertido (Olympus IX81) y visualizacién de sus rabdémeros con el
objetivo 40x. Tomamos fotografias de las muestras con una cdmara digital anexada al

microscopio (Olympus DP71) y las procesamos mediante el programa de analisis de

imagenes Adobe Photoshop.
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RESULTADOS CAPITULO Il

A continuacién resumiré los principales resultados correspondientes a este
capitulo de la tesis, en relacién al orden de los objetivos especificos que expuse
anteriormente. Quisiera destacar que estos resultados fueron publicados en Frontiers
in Neuroscience (Ferreiro et al., 2018, se adjunta al final de la tesis). Muchas de las
imagenes presentadas a continuacion son parte de esa publicacion por lo que mantuve

el idioma inglés, respetando la version original.

1. Dos mutaciones del gen white de Drosophila causan una degeneracion retinal

progresiva

A continuacion, presentaré los resultados publicados originalmente en una
Unica figura, desglosados en paneles (Figura 26A-F, 26G, 26H-1, 26J y 26K) para facilitar
la visualizacién detallada de estos resultados.

La Figura 26A-F muestra los resultados de los cortes histoldgicos realizados en
moscas mutantes w'y w” de 5, 15 y 30 dias de edad. Se empleé la cepa mutante w''*®
gue tiene una mutacion nula del gen w, siendo éste el mutante mayormente empleado
en la construccion de moscas transgénicas. Se analizaron tres edades para determinar
si el fenotipo se agrava con la edad, caracteristica que define a todas las
neurodegeneraciones. Se observé que ya a la edad de 5 dias los mutantes w''*®
exhiben un fenotipo moderado de degeneracidn retinal con una desorganizacién del
patron regular caracteristico y con algunas lagunas que por su forma y tamafio
probablemente reflejan la pérdida de algunos omatidios (Figura 26D). Este fenotipo,
nunca observado en las moscas control (Figura 26A-C), se agrava a medida que los
mutantes envejecen (15d y 30d), observandose una mayor desorganizacion de la
estructura general de la retina y lagunas progresivamente mas grandes (ver asteriscos
negros en la Figura 26E, F y el drea promedio de las lagunas en funcidn de la edad en la
Figura 26G). En las moscas mutantes w''*® de mas edad se observé que algunas de las

lagunas se encuentran ocupadas por un material acidofilico semejante a una cicatriz

glial (sefialadas con asteriscos blancos en la Figura 26F).
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Figura 26 A-F (pagina anterior). Los mutantes w''*® de Drosophila melanogaster
presentan degeneracidn retinal progresiva. Los cortes histoldgicos de retina
obtenidos de moscas w* (A-C) y mutantes w'*® (D-F) de 5, 15 y 30 dias de edad
muestran que los mutantes w8 sufren una degeneracion retinal progresiva. A 5 dias
de edad (D) ya se observa que la retina de los mutantes presenta una desorganizacion
moderada del patrén geométrico de omatidios, que aumenta a 15 (E) y 30 (F) dias. En
estas ultimas edades algunos omatidios carecen de uno o mds rabdémeros (flechas
blancas en E y F) e incluso se observan espacios vacios o lagunas que denotan la falta
de omatidios completos (asteriscos negros en E y F) y que en algunos casos parecen
estar ocupados por glia (asteriscos blancos en F). En todos los paneles se usé la misma
maghnificacion (ver la escala mostrada en A que representa 40 um).
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Figura 26 G. Los mutantes w''’®presentan degeneracién retinal

progresiva. (G) Representacion grafica del numero y tamano de las
lagunas encontradas exclusivamente en los mutantes w. El nimero de
lagunas muestra una tendencia a aumentar con la edad (W1118 5d vs 15d
vs 30d, test de Kruskal-Wallis, p>0,05), mientras que su tamafno aumenta
de manera significativa con la edad (test de Kruskal-Wallis, post-hoc
usando test de Mann-Whitney, w8 5d vs 154, ***%*p< 0,0001; w8 54
vs 30d **p< 0,01). Las barrras indican el error estandar de la media
(s.e.m.).

Ademas de estar frecuentemente asociados a una desorganizacion del tejido
(ver el ejemplo de la Figura 21), los procesos degenerativos en la retina pueden incluir
desaparicion de fotoreceptores por apoptosis. Por este motivo se decidio inicialmente
usar los cortes histologicos para contar el nUmero de fotoreceptores. En el transcurso
de esos estudios se observd que el tamafio de los rabdomeros parecia estar
disminuido en la retina mutante w’, especialmente en las edades mas avanzadas, por

lo cual se decidid medir su didmetro, obteniendo asi datos sobre un parametro que
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generalmente no es estudiado porque demanda mucho tiempo. Descubrimos que el
tamafio de estos rabdédmeros se reduce con la edad en ambos genotipos (w’ 5d vs 30d
y w8 5d vs 30d, ***p< 0,001 y **p< 0,01). En ambas edades, los rabdémeros del
mutante son mas pequefios que los de las moscas normales (w''*® vs w* a 5d y 30d,
***p< 0,001 y **p< 0,01, Figura 26H). También encontramos que mientras que en las

moscas WT todos los omatidios tenian una dotacién completa de fotoreceptores R1-

1118

7

R7, ésta estaba reducida en el 60% de los omatidios de las moscas mutantes w
siendo el porcentaje de omatidios con la totalidad de fotoreceptores observables a los

5 dias w*=99,5% vsw''8=40% vy a los 30 dias w'=96% vsw'**=44% (Figura 261).
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Figura 26 H-l. Los mutantes w''’® presentan degeneracién retinal progresiva. (H) El

panel muestra el grafico correspondiente al didmetro medio de los rabdémeros R1 a R7
(en um + s.e.m.) de hembras w* (Vallecas) y w'**® de 5 y 30 dias de edad. El tamafio de
estos rabdémeros se reduce con la edad en ambos genotipos (w' 5d vs 30d y w'*8 5d vs
30d, ANOVA de dos vias, Bonferroni post-hoc, ***p< 0,001 y **p< 0,01). En ambas
edades, los rabdémeros del mutante son mas pequefios que los de las moscas control
(W' vs w* a 5d y 30d, ANOVA de dos vias; Bonferroni post-hoc, ***p< 0,001 y**p<
0,01). Las barrras indican el s.e.m. (I) Representacion grafica del porcentaje de omatidios
que presentan 7 rabdémeros en hembras w’y w'**® de 5y 30 dias de edad. Los mutantes
w8 de ambas edades tienen significativamente menos omatidios con 7 rabdémeros
respecto a las moscas control de la misma edad (w'**® vs w* a 5d y 30d, w''*® 5d vs 30d y
w’ 5d vs 30d, ANOVA de dos vias, p<0,0001; post-hoc test de Fisher, ****p< 0,0001). No
existieron diferencias significativas en el nimero de omatidios con 7 rabddmeros entre
diferentes edades de un mismo genotipo. Las barras indican el s.e.m.

También analizamos un segundo alelo mutante (w') a una edad avanzada
(Figura 26J-K). La manifestacién de un mismo tipo de fenotipo en dos alelos de un
determinado gen refuerza la idea de que la falta de este gen es responsable del
fenotipo mutante, porque disminuye la probabilidad de que el fenotipo observado

inicialmente se deba a otros factores genéticos. Los sectores con omatidios faltantes o
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lagunas también se observaron en los mutantes w' aunque con menor frecuencia,
probablemente porque se trata de un alelo hipomorfo, mientras que el w''*®
constituye una mutacién nula, que deberia causar fenotipos mas graves (ver asteriscos

negros en la Figura 26J).

Figura 26 J. Los mutantes w! presentan degeneracion retinal. (J) Los cortes
histolégicos de retina obtenidos de moscas mutantes w' de 30 dias de edad muestran
un fenotipo degenerativo similar al de los mutantes w''*®, aunque mas leve. Se
observaron también espacios vacios o lagunas que denotan la falta de omatidios
completos (asterisco negro). La escala representa 40 um.

1118(Figura 26l), los mutantes w! de

A diferencia de lo observado en mutantes w
30 dias tienen un numero similar de omatidios con 7 rabddmeros respecto a las
hembras w* de la misma edad (w'**® vs w" vs w' a 30d, ***p< 0,001, ****p<0,0001,
Figura 26K). En contraste, los mutantes w’ de 30d presentan un nimero y didmetro de

lagunas similar a los mutantes w'*® de la misma edad (w'**® 30d vs w' 30d, p>0,05,

Figura 26K).
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Figura 26 K. Los mutantes w presentan degeneracidn retinal. (K) A diferencia de lo
observado en mutantes w''*8, los mutantes w’ de 30 dias tienen un nimero similar de
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omatidios con 7 rabdémeros respecto a las hembras w* de la misma edad (w

1118

+
VS W Vs

w’ a 30d, ANOVA de una via, p<0,0001; Bonferroni post-hoc, ***p< 0,001, ****p<0,0001).
Los mutantes w' de 30d presentan un nimero y didmetro de lagunas similar a los
mutantes w'*8 de la misma edad (w"**® 30d vs w' 30d, ANOVA de una via y test de Mann-
Whitney, respectivamente, p>0,05). Las barras indican el s.e.m.

2. Las mutaciones en white afectan la funcion retinal

El fenotipo degenerativo observado en la retina de los mutantes, con

desorganizacion y pérdida de fotoreceptores nos indujo a investigar la hipdtesis de que

la mutacion en w deberia afectar negativamente la funcidn retinal. Esto puede ser

analizado por medio de ERG (Belusic¢, 2011).

Existen publicaciones previas de patrones de ERG anormales en mutantes w™ de

Drosophila (Stark & Wasserman, 1972; Pak & Lidington, 1974; Wu & Wong, 1977;

Belusi¢, 2011), pero que no explicitan ni la edad ni el sexo de las moscas empleadas en

los experimentos y a menudo se estudiaron en combinacién con otras mutaciones.

Ademas, en esos estudios no se informa sobre la edad de las moscas analizadas vy

nuestros resultados histoldgicos exigian investigar la posibilidad de que el ERG de los

mutantes w se agravase con la edad, por lo que realizamos ERGs en hembras w’ y

mutantes w'*® de 5 y 30 dias de edad (Figura 27).
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Figura 27 (pagina anterior). Los mutantes w'*® presentan un electroretinograma
atipico. (A) Cada panel muestra el ERG de cuatro moscas de los genotipos w’y w'* de
5 (5d) y 30 dias (30d). ONP: potencial ON; RP: potencial del receptor; OP: potencial
OFF. La flecha negra muestra la respuesta masiva (RP) de los fotoreceptores de los
mutantes w''*® de 5 dias, ausente en los mutantesde 30 dias. La amplitud del OP de
moscas mutantes w'*® de 5 dias es menor que la de los w* de la misma edad (asterisco
negro, comparar paneles superiores), pero no entre las moscas de 30 dias (circulo
blanco, comparar paneles inferiores). (B) Comparacién del promedio de respuestas
ERG en las moscas mutantes w'**® de 5 y 30 dias, mostrando las principales diferencias
electrofisioldgicas debido a la edad y la ND: la reduccién en el RP (panel izquierdo, area
rayada en gris) y la recuperacién de la OP (panel derecho, drea rayada en gris). Las
barras verticales indican el s.e.m. en los puntos donde las muestras fueron
comparadas estadisticamente.

El ERG de moscas w’ y mutantes w usualmente se diferencia en la forma y
duracion del potencial del receptor (RP), observandose una gran depolarizacion en los
mutantes. Esto indica una mayor respuesta de los fotoreceptores a la luz debido a la
ausencia de pigmentos (revisado en Belusic, 2011). Nuestros resultados confirman que
el RP de moscas w es mayor que el de moscas w* de 5 dias, producto de esta gran
depolarizacién, sefialada con una flecha en la parte derecha del panel superior de la
Figura 27A (p<0.05). Esta diferencia no se observa en las moscas de 30 dias (Figura
27A, paneles inferiores izquierdo y derecho). También detectamos diferencias en el
potencial Off (OP) entre moscas w* y mutantes de 5 dias, siendo éste mucho menor en
magnitud en los mutantes w’ (ver asterisco que compara la parte izquierda y derecha
de los paneles superiores de la Figura 27A; p<0.05). Esta diferencia no se observa en
las moscas de 30 dias (Figura 27A, paneles inferiores). Debido a que en los mutantes w

, el potencial On (ONP) se solapaba con el RP no fue posible comparar este potencial.

El analisis ERG también revel6 un efecto de la edad en ambos genotipos (5 dias
vs 30 dias, comparar entre si las partes superiores e inferiores de los paneles izquierdo
y derecho de la Figura 27A). Los principales efectos de la edad observados en los
mutantes w fueron: 1) compensacion del RP en las moscas viejas en comparacion a las
jovenes (Figura 27B, panel izquierdo); y 2) aumento del OP con la edad (Figura 27B,

panel derecho; p<0.05).
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3. Las mutaciones en white tienden a disminuir los niveles de dopamina y alteran la
locomocion

Los resultados preliminares de nuestras mediciones del contenido de DA
mediante HPLC muestran una tendencia de menores niveles de DA en los cerebros de

1118 raspecto a los w' a los 30 dias de edad (Figura 28). Esta tendencia

los mutantes w
también se observd en moscas mutantes de 45 y 60 dias. Se analizard un mayor
numero de muestras de cada tipo para ver si se detectan diferencias significativas que

confirmen lo mostrado por esta tendencia.
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Figura 28. Los mutantes w8 muestran una tendencia a niveles reducidos de DA.

Grafico del contenido de medio de DA (pg/cabeza) medido por HPLC, promediando 5
muestras de hembras w* y w'**¥ de 5y 30 dias de edad (n=12-15 por genotipo y edad).
Las lineas representan el s.e.m.

Como mencioné en la introduccién de este capitulo, el ensayo de "climbing" es
uno de los ensayos in vivo mas usados para definir ND en Drosophila (ver ejemplo en

Figura 24). Por esta razon, decidimos emplear este ensayo de locomocién para analizar

1118

si existian diferencias en la habilidad de trepar de los mutantes w respecto a

moscas controles w” del mismo sexo y edad. Empleamos hembras virgenes y machos

de las cepas w8y w* de 5, 15, 25 y 30 dias de edad (Figura 29A, B). En el caso de las

1118

hembras w , encontramos que aquellas de 30 dias de edad tienen un deterioro

significativo de su habilidad de trepar respecto a las hembras w’ de la misma edad

1118

(Figura 29A). En el caso de los machos w "%, encontramos que aquellos de mas edad

(25 y 30 dias) tienen un deterioro significativo de su habilidad de trepar respecto a los
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machos w' de las mismas edades (Figura 29B). Esta tendencia de los mutantes w''*®a

menores indices de locomocidn se observa también en ambos sexos a edades mas

tempranas (Figura 29A, B).
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Figura 29. Los mutantes w muestran un deterioro progresivo de la locomocion.
Los registros de los ensayos de “climbing” se expresan en los graficos como el
porcentaje de moscas (A, hembras; B, machos) de cada genotipo (moscas w* de la cepa
Vallecas o w''’%) que sobrepasan la linea trazada a 8 cm de la base de los tubos,
analizadas a cuatro edades (5, 15, 25 y 30 dias). Las moscas mutantes de mds edad
trepan menos que las moscas w* independientemente del sexo. Andlisis estadistico:
w8 vs w* a 5d, 15d, 25d y 30d; w''*® 5d vs 15d vs 25d vs 30d y w* 5d vs 15d vs 25d vs

30d; ANOVA de dos vias o test de Kruskal-Wallis *p<0.05; **p<0.01. Las barras indican
el s.e.m.

4. Las mutaciones en el gen white reducen el largo de vida y la tolerancia al estrés

Como mencioné en la introduccion de este capitulo, el ensayo de largo de vida
es uno de los métodos mds usados para definir la existencia de un fenotipo
neurodegenerativo. Este pardmetro fue medido en hembras y machos de las cepas w’
y w3 temperatura y dieta estandar (25°C) (Figura 30A, B), asi como en moscas
sometidas a varios tratamientos de estrés: dieta enriquecida en azucar (Figura 30C, D),

en ayuno (Figura 30E, F) y tratamiento con agentes oxidantes: paraquato (Figura 30G,
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H) y perdéxido de hidrégeno (Figura 30l, J). En la mayoria de estos ensayos

1118 \iven menos respecto a las moscas w'. A

encontramos que los mutantes w
continuacion, presentaré los resultados publicados originalmente en una Unica figura,
desglosados en paneles (Figura 30A-B, 30C-D, 30E-F y 30G-J) para facilitar la
visualizacidn detallada de estos resultados.

En los ensayos a 25°C con condiciones de cultivo estandar, observamos un
acortamiento significativo del largo de vida total y la vida media de las hembras w8
respecto a las hembras w* (vida media w8 vs w”, 47 vs 65 dias, p<0,01; Figura 30A).

En los machos esta diferencia no fue significativa (Figura 30B).
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1118 \iven menos que las moscas w'. Representacion

118 mantenidas en condiciones

Figura 30 A-B. Los mutantes w
grafica del largo de vida total de moscas w' y w
normales de cultivo a 252C.

Coincidiendo con lo reportado en la literatura (revisado en Ristow &
Schmeisser, 2011), observamos que las moscas sometidas a una dieta rica en dextrosa
viven menos que las alimentadas con comida estdndar, independientemente de su
sexo o genotipo (comparar Figura 30C con A y Figura 30D con B). Mas importante aun,
encontramos que los mutantes w eran significativamente menos resistentes a una
dieta enriquecida en azlcar respecto a las moscas w’ . En estos experimentos, la vida

1118

media de las hembras fue w vs w', 18 vs 26 dias (p<0,0001; Figura 30C) mientras

que en los machos fue de 20 vs 26 dias (p<0,0001; Figura 30D).
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Figura 30 C-D. Los mutantes w'*® son menos tolerantes al estrés que las moscas
w’. Representacién grafica del largo de vida total de moscas w* y w'**®* mantenidas

bajo condiciones de estrés por tratamiento con dextrosa.

Los ensayos de largo de vida realizados bajo condiciones de ayuno mostraron
que los mutantes w''’® de ambos sexos también resistieron menos este estrés
respecto a los w’. En hembras, la vida media de w'**® vs w* fue de 64 vs 104 horas

(p<0,0001; Figura 30E), mientras que en los machos fue de 56 vs 80 horas (p<0,0001;

Figura 30F). Nuevamente, el acortamiento del largo de vida de los mutantes w

tiene un efecto mds pronunciado en las hembras.
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Figura 30 E-F (pagina anterior). Los mutantes w
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que las moscas w'. Representacidn grafica del largo de vida total de moscas w’ y w
mantenidas bajo condiciones de estrés por ayuno.

son menos tolerantes al estrés



Finalmente, también realizamos ensayos de largo de vida en hembras y machos

w'y w'® sometidos a estrés oxidativo causado por una exposicion a paraquato o H,0,

en la dieta a diferentes concentraciones (Figura 30G-J). Los mutantes w''*® fueron

menos resistentes a ambos tratamientos respecto a las moscas w'. El tratamiento con

1118

paraquato acortd la vida media de las hembras w a todas las concentraciones

empleadas [vida media w'**® vs w": 56 vs 112 horas (p<0,05) a 20mM; 72 vs 128 horas

(p<0,05) a 10mM y 192 vs 320 horas (p<0,001) a 2 mM, Figura 30G]. Este tratamiento

1118

también acortd la vida media de los machos w a dos de las concentraciones

empleadas [vida media w8 vs w’: 56 vs 168 horas (p<0,05) a 10 mM y 80 vs 296
horas (p<0,001) a 2mM, Figura 30H]. Por su parte, el tratamiento con H,0, acorté

1118

significativamente la vida media de las hembras w cuando empleamos una

concentracién de 0,5% (w8 vs w': 264 vs 320 horas, p<0,05; Figura 30l).
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Figura 30 G-J. Los mutantes w'*® son menos tolerantes al estrés que las moscas

w’. Representacion grafica de la vida media (tiempo donde se registra un 50% de
supervivencia) de moscas w' vy w'*® mantenidas bajo condiciones de estrés
oxidativo causado por administracion en la dieta de distintas concentraciones de
paraquato 20mM, 10mM y 2mM (G-H) o H,0, 5% y 0,5% (lI-J). El ensayo estadistico
utilizado fue ANOVA de dos vias, test de Bonferroni como post-hoc, *p<0.05; ***
p<0,001. Las barras indican el s.e.m.
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5. La expresion del transgen mini-white* en los mutantes white rescata el fenotipo de

degeneracion retinal

La mayoria de las cepas transgénicas de Drosophila son construidas mediante

118 E| transgen asi inyectado

inyeccidén del ADN transgénico en embriones de la cepa w
contiene asimismo la secuencia codificadora para una versidn casi completa y
funcional del gene w, llamada mini-w*, que funciona como reportero de la integracién
efectiva de la construccion de interés. Es decir, las moscas resultantes de los
embriones inyectados, que tengan ojos rojos son aquellas que han incorporado el
transgen. Para investigar si la expresién de mini-w" en moscas w''*8 de 30 dias de edad
rescata la estructura normal de la retina ademas del color de ojos, empleamos cortes
histoldgicos como los ilustrados en la Figura 26 y adicionalmente usamos el método de
neutralizacion dptica de la cérnea (Franceschini & Kirschfeld, 1971; Franceschini et al.,
1981). Este método tiene la ventaja que permite visualizar la auto-fluorescencia de los
rabddmeros al ser excitados por la luz sin necesidad de tinciones. Asi, se pueden
observar en menos tiempo y sin manipulaciones la eventual falta de omatidios o
rabddmeros y las variaciones generales de sus estructuras.

Los experimentos de histologia y neutralizacion o6ptica de la cdrnea
demostraron que a los 30 dias de edad, cuando en las moscas mutantes w8 se
observaba un fenotipo de degeneracién retinal muy evidente y fuerte, las moscas

w' - mini-w" no solo tienen ojos de color rojo sino también una histologia retinal

normal similar al w* (Figura 31). Ambos métodos mostraron que en las moscas w''%%-
.. + . . . . . . g
mini-w’ no se observa ni desorganizacion de la estructura retinal, ni falta de omatidios

o fotoreceptores dentro de los omatidios.
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Figura 31. La expresion del transgen mini-white* en los mutantes w''*® rescata el
fenotipo de degeneracion retinal. Los cortes histologicos de retina obtenidos de
moscas w' de 30 dias de edad (A) y de moscas transgénicas mini-w" construidas en
un contexto genético w''*® de 30 dias de edad (C) muestran que estas Ultimas
presentan toda la dotacién de omatidios y rabdémeros con una organizacion similar
a los controles (comparar con los cortes de mutantes w, Figura 26F y J). (B, D)
Imagenes de retinas de moscas w' (B) y moscas mini-w" (D) obtenidas por el
método de neutralizacién éptica de la cérnea. Con ambos métodos se observa que
la expresién de mini-w’ en un contexto w rescata el fenotipo de ND. La escala
representa 20 um. (E) Representacidon grafica del porcentaje de omatidios que
presentan 7 rabdédmeros en moscas w’y mini-w’ de 30 dias de edad, donde se
observa que no existen diferencias significativas entre ambos genotipos (test de
Mann-Whitney, p>0,05).

% ommatidia with
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DISCUSION CAPITULO Il

Al comienzo de esta tesis, existian varias publicaciones en las que se reportan los
fenotipos neuroldgicos de los mutantes w de Drosophila (Zhang & Odenwald, 1995;
Anaka et al.,, 2008; Hoyer et al., 2008; Lee et al., 2008; Krstic et al., 2013; Xiao &
Robertson, 2016; Campbell & Nash, 2001; Diegelmann et al., 2006; Anaka et al., 2008;
Sitaraman et al., 2008; Chan et al., 2014; Titlow et al., 2014). También existian estudios
gue sugerian una posible vinculacién entre la falta de w y la ND (Scherzer et al., 2003;
Ambegaokar & Jackson, 2010; Shieh & Bonini, 2011). Pese a ello, todavia no se habia
demostrado empiricamente, o al menos postulado explicitamente, que la falta de

funcion del gen w podria causar ND.

En este capitulo demostramos que los mutantes w''*® de Drosophila presentan
un fenotipo de degeneracion retinal progresiva (Figura 26). La observacion del mismo
fenotipo en un segundo alelo w' refuerza la idea de que el fenotipo degenerativo
realmente se debe a una falta de expresidén del gen w. El fenotipo es menos acusado
en este segundo alelo, probablemente debido a que se trata de un alelo hipomorfo
causado por la insercion de un transposon Doc cerca del inicio de transcripciéon del
promotor del gen w (http://flybase.org/reports/FBal0018074.html), mientras que el

alelo w8

es un alelo nulo, que surge de la delecidn del extremo 5" del promotor del
gen w (http://flybase.org/reports/FBal0018186.html). Presumimos por tanto que,
mientras que en el mutante w' podria existir cierta transcripcién del gen w que
generara una expresion residual, en el mutante w8 |a expresion de la proteina White

esta totalmente impedida.

Estos resultados son decisivos en cuanto a la definicion de un fenotipo
neurodegenerativo, puesto que la retina es un tejido neural y se estudia por tanto
como caso especifico y también como modelo general de ND (ver introduccién de este
capitulo). El resto de los ensayos realizados son congruentes con ese resultado
principal ya que las patologias neurodegenerativas casi siempre estan asociadas a una
cortamiento del largo de vida, una reduccidn de la resistencia al estrés en general y al

dafo oxidativo en particular y a la aparicidén de deficiencias motoras.
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Como mencioné en la introduccién de este capitulo, al momento de esta tesis
ya existian publicaciones que reportaban que una condicién de iluminacidon constante
podia generar degeneracién retinal en mutantes w de Drosophila (Shoup, 1966; Wu &
Wong, 1977; Schraermeyer & Dohms, 1993; Lee & Montell, 2004; Bulgakova et al.,,
2010; Belusi¢, 2011). Sin embargo, dichas condiciones de luz no son naturales y no
representan las condiciones de 12:12 horas de luz:oscuridad a las que normalmente
estdn expuestas las moscas en la mayoria de los experimentos. Los resultados
resumidos en este capitulo y publicados recientemente (Ferreiro et al., 2018)
demuestran por primera vez que la degeneracion retinal ocurre en los mutantes w
incluso en ciclos estandar de luz:oscuridad. Mas importante aun, nuestros resultados

revelan por primera vez la naturaleza progresiva de esta ND.

Shoup  (1966) demostré6 mediante  microscopia  electrénica e
inmunohistoquimica que los mutantes w que presentaban degeneracién retinal a
causa de una iluminacidon constante, presentaban organelos anormales similares a
lisosomas. Varios afios mas tarde, otros autores demostraron que los granulos de
pigmento del ojo tenian un origen lisosomal (Schraermeyer & Dohms, 1993).
Posteriormente fue demostrado que la autofagia de la rodopsina activada tiene un rol
neuroprotector frente a la degeneracién retinal inducida por la luz en Drosophila
(Midorikawa et al., 2010). Al presente, existen diversas evidencias que vinculan varias
patologias neurodegenerativas con anormalidades en la via de los lisosomas y la
autofagia (Nixon, 2013; Ingemann & Kirkegaard, 2014; Fraldi et al., 2016). Ademas,
como ya mencioné también en la introduccion de este capitulo, existen evidencias de

que la mutacion w''*®

agrava la degeneracion retinal producida por la expresion
transgénica de una copia mutada de la proteina Tau humana, lo que también puede
ser explicado por un funcionamiento anormal de la via de los lisosomas y la autofagia

(Ambegaokar & Jackson, 2010).

El aumento que observamos en el potencial de membrana de los
fotoreceptores de la retina de mutantes w (Figura 27) es congruente con estudios
previos (Belusi¢, 2011) y la explicacién mads simple es que en ausencia de pigmentos en
el mutante todos los omatidios son expuestos a la luz sea cual sea el angulo de

incidencia sobre el ojo. En cambio, la reduccion del potencial a edades mas avanzadas
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se explicaria por la progresiva hipotrofia y desaparicion de los rabddmeros en el

mutante.

Nuestros resultados también muestran una locomocién deficiente, que se
agrava con la edad, en los mutantes w respecto a los w’ (Figura 29). Esto también es
caracteristico de muchos mutantes de ND tanto de Drosophila como de otros
organismos y coincide con reportes previos de problemas de locomocion en mutantes
deficientes de DA (Riemensperger et al., 2011). La tendencia que observamos de
menores niveles de DA en los mutantes w no es perfectamente congruente con
publicaciones previas que informan sobre una disminucion de la DA de alrededor del
50% en los mutantes (Borycz et al., 2008; Sitaraman et al., 2008). En nuestro estudio
encontramos una tendencia a la baja, no significativa, en todas las edades examinadas
y esperamos confirmarla en el futuro mediante la realizacidn de nuevos experimentos

con un mayor nimero de muestras.

La reduccion significativa que observamos en el largo de vida de los mutantes
w criados en condiciones normales y bajo estrés (Figura 30) también coincide con lo
reportado y esperable para mutantes de genes asociados a ND. La menor tolerancia de
los mutantes w™ a diferentes formas de estrés estaria reflejando un fenotipo de
degeneracion fisiolégicamente mas complejo que no solo se limita a la retina, sino
guizas también a otras areas en el cerebro y el resto de los tejidos donde se expresa el
gen w. White no solo se expresa en el ojo, sino también a grandes niveles en el sistema
excretorio y a bajos niveles en el cerebro y otros tejidos (Chintapalli et al., 2007). La
evidencia experimental indica que al menos en los érganos excretores, que se sabe
intervienen en la respuesta al estrés, White actia como transportador de GMP ciclico
(GMPc) por lo que podria ser importante para la regulacion de varias funciones

bioldgicas mediadas por GMPc (ej. Evans et al., 2008; Davies et al., 2014).

Existen varias evidencias experimentales adicionales a nuestros resultados, que
reportan otros defectos neuroldgicos presentes en los mutantes w8 o gue indicaria
gue White probablemente tiene otras funciones adicionales a la del transporte de
pigmentos visuales, importantes para el correcto funcionamiento del cerebro y otros

tejidos de Drosophila.
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Finalmente, mediante nuestros experimentos de expresidén del transgen mini-

w’ en mutantes w''®

, logramos el rescate histolégico del fenotipo de ND retinal
(Figura 31). Esto, sumado al hallazgo del fenotipo retinal también en mutantes wl,
refuerza la idea de que es la falta de expresién del gen w lo que causa la degeneracién
retinal observada en esta tesis. Por razones de tiempo no analizamos si la expresiéon
del transgen mini-w" también logra rescatar fenotipos extraretinales, tarea que
requeriria un tiempo que excede con creces el adjudicado a este capitulo, pero
indudablemente quienes elijan profundizar en la relacién entre White y ND deberian
investigar si la expresién de mini-w* también puede disminuir o eliminar el efecto

1118

negativo de la mutacién w " en la movilidad, la resistencia al estrés y el largo de vida.

No seria necesariamente esperable que la expresién de mini-w’ en un contexto
w8 rescatara todos los fenotipos mutantes como aquellos comportamentales (ej.
locomocidén), ya que la accion de White en estos procesos podria ser bastante
compleja. Las cepas mini-w’ tienen un rango de colores de ojos que estan
determinados por la posicion en el genoma donde se insertd la copia del transgen
(revisado en Silicheva et al., 2010). Se ha sugerido que el promotor w funciona como
una trampa de potenciadores génicos (enhancer trap 5 y 3’). Una trampa de
potenciadores es un fragmento de ADN que contiene una secuencia de un gen
reportero a 3° de un promotor que es capaz de integrarse al azar en el genoma. Su
integracion cerca de un potenciador permite la expresion de un nuevo ARNm que
codifica para el gen reportero. El gen reportero es entonces expresado en las células
donde el potenciador se encuentra activo
(http://www.informatics.jax.org/glossary/enhancer_trap). Los potenciadores
atrapados cercanos al gen w estimularian diferencialmente la transcripcién de mini-w*
dependiendo del sitio de insercion del transgen mini-w, pudiendo explicar la falta de
rescate de ciertos fenotipos comportamentales por el efecto positivo o negativo de
potenciadores externos (revision en Silicheva et al., 2010). Por ejemplo, Krstic y col.
(Krstic et al., 2013) encontraron que las mutaciones del gen w afectan el
comportamiento de cortejo de los machos de Drosophila. Mostraron que los machos

1118

w mantenidos en oscuridad pierden su preferencia por las hembras y que este

fenotipo no es rescatado por la expresidon de mini-w". Estos autores sugieren que si
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bien mini-w’ se expresa completamente en el ojo de las moscas transgénicas, careceria

de los potenciadores necesarios para su expresion en el SN.

Nuestros resultados advierten a la comunidad de Drosophila sobre la necesidad
de evitar el uso exclusivo de los mutantes w™ como control parental o como control
"w' respecto a cepas de moscas transgénicas usadas en experimentacion,
principalmente en areas de estudio relacionadas con la ND/NP. De confirmarse en un
futuro un papel de White en la funcién normal de los lisosomas tal como sugeria
anteriormente, sus mutaciones podrian afectar a varios tejidos y tener consecuencias
negativas en funciones biolégicas como el mantenimiento de la retina, el control de la
reposicion de proteinas y, mas en general, en la resistencia de las moscas al estrés. Los

mutantes Wlllg

podrian convertirse por tanto en una herramienta importante para el
estudio de la relacion funcional entre la via de los lisosomas, la autofagia y la

formacion de nanofilamentos durante la ND.
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CAPITULO Il

VALIDACION DE GENES CANDIDATOS A

NEUROPROTECCION: LA SENALIZACION POR

ACETIL-COA
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INTRODUCCION CAPITULO I

Este capitulo se basa en los genes identificados en el Capitulo | (Figura 32). Al
inicio de nuestro andlisis, el 5% de los 633 genes con niveles de expresidon
anormalmente altos o bajos en el mutante sall ya habian sido validados
experimentalmente por otros autores como asociados a ND y/o NP en Drosophila y/o

humanos.

Estadio 16 ? Estadio 17

Genes Genes Genes
sobre/sub- sobre/sub- sobre/sub-
expresados expresados expresados

WT16 vs Ho16 WT17 vs Ho17 Ho16 vs Ho17

5 % de genes asociados a ND/NP

Figura 32. Esquema que resume los principales resultados del Capitulo | a partir de
los cuales se plantearon la hipoétesis y objetivos de este Capitulo Ill. El nimero de
genes que presentaron expresion diferencial mRNA-Seq significativa en el segundo
genotipo respecto al primero de cada comparacién genotipica indicada en el
esquema fue el siguiente: WT16 vs Ho16= 190 genes sobre-expresados y 26 genes
sub-expresados; WT17 vs Hol7= 163 genes sobre-expresados y 97 genes sub-
expresados; Hol6 vs Hol7= 781 genes sobre-expresados y 416 genes sub-
expresados.
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En el momento en que se hizo dicho analisis, el total de genes asociados a ND o
NP en Drosophila representaban cerca del 2% del total del genoma. El hecho de que
esos genes constituyeran el 5% de nuestra lista permitia concluir que la misma estaba
“enriquecida” en ese tipo de genes y que era muy probable que incluyera otros genes
implicados en ND/NP los cuales no habian sido todavia relacionados con estas
funciones. A partir de aqui, denominaré a estos genes como “genes candidatos a
neuroprotectores”. En esta terminologia, la palabra “candidato” indica que les
adjudicamos suficiente probabilidad de tener relevancia funcional en procesos de NP

como para proponer un programa experimental dirigido a investigar esa hipétesis.

El concepto de gen candidato ha sido ampliamente aplicado tanto en
Drosophila como en otros modelos animales para caracterizar funciones bioldgicas de
genes regulados diferencialmente en diversos analisis gendmicos. Una de las
estrategias mas usadas para validar genes candidatos en Drosophila, incluye el empleo
del método binario GAL4-UAS (Brand & Perrimon, 1993), que permite tanto silenciar
como sobre-expresar genes candidatos para luego validarlos por métodos in vitro y/o
in vivo. En el caso de estudios que pretendan determinar una asociacidon de genes
candidatos con ND, se realizan frecuentemente el tipo de ensayos que usamos en el
Capitulo Il de esta tesis para definir la asociacién del gen w con ND. Con la misma
aproximacion se puede investigar si un gen candidato tiene funcién neuroprotectora.
Por ejemplo, usando el sistema GAL4-UAS se puede sobre-expresar el gen candidato
en una mosca con ND causada por mutacion en parkin y luego medir si eso elimina o al
menos reduce el fenotipo degenerativo (“rescate”). Emplear esta aproximacion para
los mas de 600 genes de nuestra lista de candidatos no es viable debido al tiempo
requerido para los analisis, por lo que el primer paso que dimos fue seleccionar un

numero reducido de genes candidatos.

Describiré aqui los criterios usados para seleccionar los genes candidatos, luego
presentaré el estudio monografico de los genes seleccionados y por ultimo presentaré

los resultados del trabajo experimental.

El proceso de seleccidn de los genes candidatos a neuroprotectores derivo en la
seleccion final de tres genes, ACC, CG10932 y CG4586, que fueron validados in vivo

mediante los ensayos de largo de vida y climbing introducidos en el Capitulo Il. Estos

97



genes pertenecen a la via del acetil-CoA y el metabolismo de los acidos grasos (AG)

(Figura 33).
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Figura 33. Vias metabodlicas en las que estan implicados los tres genes candidatos
ACC, CG10932 y CG4586. La imagen muestra las vias metabdlicas para la sintesis y
metabolismo de AG, sintesis y degradacion de cuerpos cetdnicos y la
glucdlisis/gluconeogenesis. Los circulos rojos sefialan los tres genes candidatos; el
acetil-CoA estd recuadrado en azul. Abreviaciones (respetando el nombre original en
inglés): AACL, acetoacetate-CoA ligase; AAT, acetyl-CoA acetyl transferase; ACC, acetyl-
CoA carboxylase; ACD, acyl-CoA dehydrogenase; ACOX, acyl-CoA oxidase; ACP,
acylphosphatase; ATT, acetyl-CoA acyl transferase; BDH, 3-hydroxybutyrate
dehydrogenase; CPT, carnitine O-palmitoyl transferase; DHLDH, dihydrolipoamide
dehydrogenase; DHLTA, dihydrolipoamide S-acetyltransferase; ECH, enoyl-CoA
hydratase; FAS, fatty acid synthase; FBA, fructose bisphosphate aldolase; FBP,
fructosebisphosphatase; G6Pase, glucose-6-phosphatase; GAPDH, glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase; GCD, glutaryl-CoA dehydrogenase; GPIl, glucose-6-
phosphate isomerase; HCDH, 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase; HK, hexokinase; HL,
hydroxymethylglutaryl-CoA lyase; HS, hydroxymethylglutaryl-CoA synthase; LACS, long-
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chain-fatty-acid-CoA ligase; LDH, L-Lactate dehydrogenase; OAS, 3-oxoacyl synthase;
OCT, 3-oxoacid-CoA transferase; PDH, pyruvate dehydrogenase; PFK, 6-
phosphofructokinase; PGAM, phosphoglycerate mutase; PGK, phosphoglycerate
kinase; PGM, phosphoglucomutase; PK, pyruvate kinase; PPH, phosphopyruvate
hydratase (enolase); SMT, S-malonyl transferase; TPI, triose-phosphate isomerase;
TPP, trehalose-6-phosphate phosphatase; TPP-S, trehalose-6-phosphate phosphatase/
trehalose-6-phosphate synthase fusion; TRE, trehalase. Adaptado de Kunieda et al.,
2006.

El acetil-CoA es un metabolito crucial para la supervivencia. El acetil-CoA
mitocondrial deriva principalmente del catabolismo de la glucosa (glicdlisis) y la B-
oxidacion de AG y es oxidado en el ciclo de Krebs para la produccion de ATP (revisado
en Pietrocola et al.,, 2015). También puede producirse en el citosol como precursor
normal de la sintesis de AG o colesterol, o a partir de la glutamina cuando la glicélisis
esta bloqueada, durante la hipoxia o cuando existen defectos mitocondriales (revisado
en Pietrocola et al.,, 2015). El acetil-CoA también interviene en la regulacidon génica
(revisado en Menzies et al., 2016): en el nucleo es empleado por las enzimas histona-
acetiltransferasas (HAT) para la acetilacién de histonas u otras proteinas, proceso
normalmente asociado a la activacion génica (revisado en Shen et al.,, 2015). Los
niveles de acetil-CoA fluctian en respuesta a nutrientes y hormonas y en condiciones
de crecimiento o estrés celular (ej. Tubbs & Garland, 1964; Smith et al., 1978; Reibel et
al., 1981), influyendo por tanto también en procesos bioldgicos como el crecimiento
celular, el ciclo celular, la diferenciacién y la apoptosis (Bracha et al., 2010; Cai et al.,

2011; Yiet al.,, 2011; Shi et al., 2013).

El gen ACC (http://flybase.org/reports/ FBgn0033246.html) codifica para la
enzima Acetil-CoA-carboxilasa (ACC) que cataliza la carboxilacion del acetil-CoA a
malonil-CoA (Figura 33), molécula de sefializacion para la secrecion de insulina desde
los islotes R-pancreaticos en vertebrados y sensor cerebral del apetito (Loftus et al.,
2000). El malonil-CoA es el sustrato limitante para la sintesis de AG de cadena larga en
el citosol e inhibidor de la B-oxidacion de AG en la mitocondria por inhibicién de la
Carnitina palmitoyltransferasa-l (CPT1) (Figura 33) (revisado en Zu et al.,, 2013). La
enzima ACC es activada por citrato e inhibida por AG de cadena larga y por la
fosforilacién reversible por la enzima Protein-kinasa-activada por AMP (AMPK), (ej.

Kim, 1997; Hardie et al., 2003; Tong & Harwood, 2006). La AMPK se activa en
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respuesta a un aumento en la proporcion AMP/ATP generado por un estrés
metabdlico inducido, por ejemplo, por ejercicio fisico, ayuno o hipoxia (revisado en
Kinnunen et al., 2016). En Drosophila ACC es un gen importante para el desarrollo del
sistema respiratorio, el almacenamiento de AG en el cuerpo graso (tejido adiposo) y la
actividad muscular (Parvy et al., 2012). Interviene en la regulacion celular de proteinas,
respuesta celular al estimulo por sucrosa, regulacién de la via de sefializacién Wnt y
Notch, entre otros (Sasamura et al., 2013). Uno de los principales genes homdlogos

humanos es el gen ACC1.

El gen CG10932 (http://flybase.org/reports/ FBgn0029969.html) codifica para la
enzima Acetil-CoA-acetil-transferasa que cataliza dos reacciones reversibles, la sintesis
de dos moléculas de acetil-CoA a partir del procesamiento del acetoacetil-CoA y la
sintesis de acetil-CoA y propionil-CoA a partir del procesamiento del 2-metil-
acetoacetil-CoA (Figura 33). Es activa en mitocondrias principalmente del cuerpo graso
y en menor medida en el SN. También funciona en peroxisomas (Faust et al., 2012).
Interviene en la sintesis y B-oxidacion de AG, el metabolismo del piruvato y el suefio,

entre otros procesos bioldgicos. Su homologo humano es el gen ACAT1.

El gen CG4586 (http://flybase.org/reports/ FBgn0029924.html) codifica para la
enzima Acetil-CoA-acetil-oxidasa con actividad acil-CoA oxidasa y deshidrogenasa. En
Drosophila esta enzima actla principalmente en mitocondrias del cuerpo graso y en
menor medida en el SN. También actla en peroxisomas, donde consume oxigeno y
libera ROS en forma de perdxido a partir de la conversién de acetil-CoA en trans-enoil-
CoA en el segundo paso en la via de B-oxidacién de AG (Figura 33) (Faust et al., 2012).

Uno de sus principales homélogos humanos es el gen ACOX1.

Para investigar la hipotesis de que los genes seleccionados confieren NP,
usamos el sistema GAL4-UAS para silenciar esos genes o sobre-expresarlos en moscas
que sufren un fenotipo neurodegenerativo causado por una mutacién en parkin. Los
cruces se planificaron de modo que pudiésemos expresar los candidatos a nivel
neuronal o glial. Si el gen confiere NP se espera observar una reduccion del efecto de

la mutacion en un fondo mutante para parkin.

El gen parkin interviene en la regulacion del ciclo celular, trafico de vesiculas,

formaciéon de agregados proteicos y autofagia (revisado en Lionaki et al., 2015;
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Requejo-Aguilar & Bolafios, 2016). Codifica para la enzima Parkin que tiene actividad
E3 ubiquitina-ligasa y que normalmente se encuentra inactiva en el citoplasma
(Chaugule et al., 2011; Trempe et al., 2013). En Drosophila y mamiferos, Parkin es
activada por fosforilacion por la proteina “Kinasa 1 inducida por PTEN” (PINK1),
ingresando juntas a la mitocondria en respuesta a la depolarizaciéon de la membrana
mitocondrial interna (Matsuda et al., 2010; Narendra et al., 2010; Vives-Bauza et al.,
2010; Ziviani et al., 2010). Parkin propicia la ubiquitinacién de proteinas mitocondriales
de superficie, marcandolas para su posterior degradacién en el proteasoma vy, junto
con PINK1, regula la autofagia selectiva de mitocondrias dafiadas (revisado en Lionaki
et al.,, 2015). Este proceso se da en condiciones normales a niveles basales para el
mantenimiento celular y también es promovido por sefales de estrés, como por
ejemplo, el dafio oxidativo, la hipoxia y la falta de nutrientes (revisado en Lionaki et al.,

2015).

Las mutaciones en el gen parkin se encuentran asociadas a PD, segunda
enfermedad neurodegenerativa con mayor incidencia en humanos, caracterizada por
la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra que produce sintomas
clinicos que incluyen bradikinesia, temblor en reposo v rigidez (Polymeropoulos et al.,
1996; Dauer & Przedborski, 2003). Los mutantes nulos para el gen parkin de
Drosophila, son de los mas empleados como controles positivos en experimentos de
validacién de genes con potencial vinculacidon a procesos de ND, ya que presentan
fenotipos bien definidos como por ejemplo defectos mitocondriales, apoptosis
muscular, menor numero de células y mds pequefias, vida media mas corta e
hipersensibilidad al estrés oxidativo (revisado en Lu & Vogel, 2009). La falta de funcién
del gen parkin también produce cambios en el metabolismo celular (Requejo-Aguiar &
Bolafios, 2016). Por ejemplo, aumenta la glicdlisis, reduce la respiracién mitocondrial y
la expresion de muchas proteinas mitocondriales como la piruvato deshidrogenasa
(PDH) que cataliza la conversiéon de piruvato en acetil-CoA (revisado en Requejo-
Aguilar & Bolafios, 2016), por lo que el empleo de estos mutantes también sirve para el

estudio de desérdenes metabdlicos entre los que se incluyen los neurometabdlicos.

Quiero mencionar finalmente que, durante el desarrollo de esta tesis, el

numero inicial de los genes de nuestra lista asociados a ND/NP fue en notable
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incremento hasta llegar a representar mas de un 30% de nuestra lista inicial, frente al
4% que actualmente representan dentro del genoma completo de Drosophila. Por lo

tanto, nuestra lista de genes candidatos se encuentra ampliamente enriquecida en

genes presuntamente implicados en ND/NP.
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HIPOTESIS CAPITULO I

Dado el enriguecimiento inicial de nuestra lista de genes candidatos (Capitulo I)
en genes empiricamente asociados a ND y/o NP, propusimos la hipdtesis de que dicha
lista contiene genes con funcidon neuroprotectora aun no conocida, denominados

“genes candidatos a NP”.
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OBJETIVO GENERAL CAPITULO Ill

Seleccionar e investigar la funcion neuroprotectora de algunos de los "genes
candidatos a NP" identificados a partir del andlisis de mRNA-Seq de los mutantes sall

en el estadio 17 de reversiéon de la ND (Ferreiro et al., 2012).

OBJETIVOS ESPECIFICOS CAPITULO IlI

1. Seleccionar genes candidatos de interés prioritario para el objetivo general.

2. Validar la expresidon diferencial de los genes candidatos seleccionados mediante

qPCR.

3. Confirmar la expresion de los genes candidatos seleccionados en el tejido nervioso

de Drosophila.

4. Determinar si la falta de funcion de los genes candidatos seleccionados causa ND.

5. Determinar si la sobre-expresion de los genes candidatos confiere NP en moscas

mutantes para el gen parkin.

6. Repetir la busqueda en la bibliografia y bases de datos de Drosophila para actualizar
la lista completa de genes asociados a ND y/o NP y analizar su enriquecimiento en

nuestra lista al presente.
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METODOLOGIA CAPITULO Il

1. Seleccion de genes candidatos a neuroproteccion

El primer paso fue seleccionar de la lista de 633 genes candidatos [Capitulo |,
Tabla Suplementaria 6, WT16 vs Hol6 + WT17 vs Hol7 + (Hol16 vs Hol7)-(WT16 vs
WT17)] un nimero de genes suficientemente reducido como para poder abordar su
estudio. Con este objetivo disefié y apliqué una serie de ocho filtros consecutivos, en
base a una serie de parametros considerados relevantes. Para ello realicé una
busqueda exhaustiva de la literatura asociada a estos genes y estudié las bases de
datos de genes de Drosophila de libre acceso que presentaran informacion actualizada
principalmente acerca de su expresion génica, interaccion génica y proteica, ontologia
génica, herramientas transgénicas disponibles, enfermedades asociadas a Drosophila o
humanos, tales como NCBI (https://ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), FLYBASE
(http://flybase.org), VDCR(https://stockcenter.vdrc.at), FLYMINE (http://flymine.org),
STRING (http://string-db.org), STITCH(http://stitch.embl.de), FLY-FISH (http://fly-
fish.ccbr.utoronto.ca) o DROIDB (http://droidb.org), entre otras.

2. Andlisis mediante qPCR de la expresion de los genes candidatos en embriones y en

el SNC de moscas adultas

Para la validacién por qPCR de los niveles de expresién de los genes candidatos
se seleccionaron muestras de embriones WT16, WT17, Hol6 y Hol7, independientes
de las usadas para la secuenciacion mRNA-Seq. Se extrajo el ARN de dichos embriones,
se retrotranscribié a ADNc y se purificé para emplear como molde en las gPCRs,
siguiendo los mismos protocolos ya descritos (Capitulo 1). Se disefiaron mediante
primerBLAST, siguiendo las mismas indicaciones descritas en el Capitulo |, varios juegos
de primers especificos que pudieran amplificar regiones comunes a todas las variantes
de transcriptos posibles de los genes candidatos seleccionados (Tabla 6). Esto se
realiz6 porque a priori no sabiamos cual de estas variantes se encuentra sobre- o sub-

representada en los estadios de ND y/o NP de nuestro modelo sall.

Para la validacién por gPCR de la expresion de los candidatos en el SNC de
moscas adultas, se disecaron 15-20 hembras WT de 5 dias de edad y se les extrajo el
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cerebro siguiendo el método descrito por el video publicado por el Dr. Qingxuan Song

(https://www.youtube.com/watch?v= aGcnJeqEVEK). Brevemente, se anestesiaron las

moscas, se pasaron 30 segundos por etanol absoluto y luego por tampdn fosfato salino

(PBS 1X). Bajo lupa se disectaron los cerebros, sujetando la cabeza con pinzas desde la

prosbdscide, eliminando el resto del cuerpo y luego quitando la cuticula de la cabeza

desde la posicion de los ojos. Una vez liberados los cerebros, se eliminaron las

traqueas y sacos de aire que los rodean. Posteriormente se extrajo su ARN, se

retrotranscribié a ADNc y se purifico éste para emplearlo como molde en las gPCRs

siguiendo los mismos protocolos ya descritos (Capitulo 1). Se emplearon los mismos

primers especificos disefiados anteriormente para los genes candidatos (Tabla 6).

Tabla 6. Oligonucleotidos empleados para el analisis por qPCR de genes candidatos

GEN PRIMERS
SIMBOLO NOMBRE CGID FORWARD REVERSE
RpL32 Ribosomal protein L32 | CG7939 | 5-CCTTCCAGCTTCAAGATGACCATCC3' | 5-ATCCGTAACCGATGTTGGGCATCAG-3'
Ace Acetyl-coA co11198 5 CTAAACAAGGGCACACGCAG-3' 5. CTCTCGCTGGAGAACTGGAC-3'
carboxylase 5-CGGTCACTGCAGTAGCCATC-3' 5 TGGAGCAATAGGAGGCTTGC-3’
5_GTTTTCGATGGCCTCTGGGA-3' 5-CGATCTCCGGCTTCCTCTTC-3'
CG10932 CG10932 CG10932 5 GAAGTTGTGGTGGTTTCGGC-3' 5-CGTGGTGCAGCATACATTGG-3'
5'-AAGGAGTCAGCAAATGGCGA-3’ 5.GGTCTCTTCCTCTATGCGGC-3'
CG12129 CG12129 CG12129 5 TTGTTCACGACGACTTCGGT-3' 5 TCGCCATTTGCTGACTCCTT-3"
Jheh3 Juvenile hormone CG15106 5'-CCAAGCCGGAGTTCAAGGAT-3’ 5-CCGCCAGTAGTCCACAAACT-3’
epoxide hydrolase 3 5. CCGCAATCGGAGATCGATGA-3’ 5-CAGGTAATTGTCCCGCCAGT-3'
Taldo Transaldolase o287 5-GACACCAAGAAGAGCGTGGA-3' 5 CGAGAAAAGGAGCGTCAGGT-3'
5 -CCACGGATGCCACCACTAAT-3' 5. CTCCACGCTCTTCTTGGTGT-3'
5 -CAACATGAAGATCGCAGCCG-3' 5-GCACGGTTATCGGCAATGTC-3
CG11334 Ce11334 CG11334 5 ACGGCGGTCAACATGAAGAT-3' 5-CGGTCGCGTCCAGAAATCTA-3'
5 -CCACCATTGCCACCAGGTAT-3' 5_-GTTGCGTCCTTTCGTGCTTT-3
CG4586 CG4586 CG4586 5 -CTGAACACCCCAACGCAAAG-3' 5-AACGGTTCGTGTGTCCTCTC-3'
5 TGTGCGACTACAAGGTCTCG-3' 5 ACTAATCCTTCCCGTTCGGC-3'
EMC8-9 EMC8-9 CG3501 5 TTGATATTCCACGCGGCCAA-3' 5 TCTTGTCGACCTGGTTGTCG-3'
5 TACATCGTCCACCCGCTATG-3' 5-CTGTCCTCCTGCGGATTCTC-3'
dunce €G32498 CG32498 5 AGAGCATGATACCGCCTTCG-3' 5 TTCGGCGAGGTTCTCCTGAT-3
6415 CG6415 CG6415 5-CTCACCGTCTTCACCAACGA-3 5. CTTTCATCGCCGCATTGGAG-3

5'-CTCCAATGCGGCGATGAAAG-3'

5-GACATTGGGGATTCCAGCCA-3
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3. Andlisis de la expresion de los genes candidatos en el SNC mediante hibridacion in

situ en cerebro de larva

Se realizaron hibridaciones in situ en cerebros WT de larvas de tercer estadio
(L3), empleando sondas especificas sentido (S) y antisentido (AS) marcadas con
digoxigenina (DIG) que construimos para los genes candidatos seleccionados,

partiendo de la coleccidn de clones EST de Drosophila.

3.1. Construccion de sondas

Para 8 de los 9 genes candidatos a ser analizados mediante hibridacion in situ,
se amplifico el ADN de plasmidos que contenian sus secuencias de cADN a partir de
diversos clones de la coleccién EST de Drosophila (Expressed Sequence Tag; DGC,
Drosophila Gene Collection del BDGP, Berkeley Drosophila Genome Project), cuya
informacién se resume en la Tabla 7. Los ESTs de todos los genes seleccionados se
encontraban clonados en el vector pOT2 que presenta resistencia al Cloranfenicol, por
lo que los clones fueron crecidos en medio LB conteniendo dicho antibiético. Cada clon
fue digerido con la enzima de restriccion EcoRl para confirmar la calidad del ADN. La

identidad de cada EST se confirmd por secuenciacién de sus plasmidos.

Tabla 7. Clones EST de Drosophila empleados para generar sondas de genes candidatos

GEN CG EST (tamafio total) DGC1 Vector (tamafio total) Kri  mer F/IR

ACC CG11198 | GH12002 (7838 pb) | UG.58 D7 pOT2 (1665 pb) T7/SP6
Jheh3 CG15106 | LD35885 (1574 pb) | UG.45 D12 pOT2 (1665 pb) T7/SP6
Taldo CG2827 | LD23608 (1111 pb) | UG.14 F9 pOT2 (1665 pb) T7/SP6
CG11334 | CG11334 | GH08894 (1455 pb) | UG.42 E4 pOT2 (1665 pb) T7/SP6
CG4586 CG4586 | LD40103 (2235 pb) | UG.36 B8 pOT2 (1665 pb) T7/SP6
EMCB8-9 CG3501 | SD01117 (821 pb) [ UG.20 D7 pOT2 (1665 pb) T7/SP6
dnc CG32498 | GH12916 (2186 pb) | UG.42 H6 pOT2 (1665 pb) T7/SP6
CG6415 CG6415 | GH04419 (1260 pb) [ UG.42 C5 pOT2 (1665 pb) T7/SP6
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EST (Expressed Sequence Tag); DGC (Drosophila Gene Collection del BDGP, Berkeley Drosophila
Genome Project); Primer F (forward); Primer R (reverse). Las siglas denotan el nombre de la
libreria, obtenidas de: LD (embridon de 0-22 hs); GH (cabeza de adulto); SD (linea celular
Schneider S2).

Para el gen (CG12129, debido a que no contdbamos con el clon EST
correspondiente, realizamos PCRs convencionales con primers especificos (Tabla 6),
empleando como molde ADNc de muestras de embriones WT17 en una dilucién 1/100.
El producto de amplificacion se corrié en un gel de agarosa en TAE al 1%, tefiido con
bromuro de etidio y la banda especifica se extrajo del gel empleando el kit Mi Gel
extraction (Metabion) siguiendo instrucciones del fabricante. Luego empleamos el
vector pCR4-TOPO (Invitrogen) para clonar el producto de PCR. La reacciéon de ligacién
se incubd por 30 minutos a 23°C y se almacend a -20°C. Se transformaron células
competentes XL1-Blue (Agilent Technologies), siguiendo el protocolo del fabricante. Al
dia siguiente se chequearon los transformantes por PCR convencional con primers
Foward y Reverse de CG12129 combinados con los primers del vector de clonacién T7
y T3, empleando como molde una colonia de bacterias blanca por cada reaccién de

amplificacion.

A partir de los clones obtenidos para el gen CG12129 y los ESTs para los otros 8
genes candidatos, se realizaron preparaciones de ADN plasmidico (kit MIDI Quiagen).
Se tomaron 2 ml de cada cultivo liquido LB y se centrifugaron a maxima velocidad
durante 30 segundos. Se descartaron los sobrenadantes y los pellets se resuspendieron
en 200 pl de Buffer E1. Posteriormente cada tubo se incubd 5 minutos a temperatura
ambiente en 200 ul de Buffer E2. Luego se agregaron 200 ul de Buffer E3 y se
centrifugd a maxima velocidad por 5 minutos. Los sobrenadantes de cada muestra
fueron transferidos a 500 pl de isopropanol y centrifugados a 4°C a maxima velocidad
por 25 minutos. Se descartaron los sobrenadantes y se lavaron los pellets con 300 pl
de etanol al 80% y centrifugacion a 4°C a maxima velocidad por 5 minutos. Se
descartaron los sobrenadantes, se secaron los pellets al aire y se resuspendieron en 30
pl de agua destilada. Las muestras de ADN correspondiente a cada gen candidato se
verificaron en geles de agarosa TAE al 0.8% tefiidos con bromuro de etidio para
confirmar la presencia del plasmido con el inserto de cada gen y se cuantificaron

mediante nanodrop.
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3.2. Sintesis y marcaje de sondas

Los ADNs plasmidicos de los 9 genes candidatos se usaron para transcribir y
marcar con DIG sondas de ARN especificas S y AS para estos genes. Para ello, primero
se linearizaron los plasmidos en cada muestra adicionando a cada reaccién 1 pug de
ADN, 1 pl de una enzima de restriccion especifica para cada caso (Tabla 8), 2 ul de
buffer 10X especifico para cada enzima, completando el volumen a 20 pl con H,0 milli-
Q estéril y finalmente incubando las reacciones 1 hora o toda la noche (ON) a 37°C en
un termobloque. Los tamafios de bandas esperados en cada caso a partir de las
linearizaciones (Tabla 8) se chequearon en geles de agarosa. Posteriormente, se
inactivaron las digestiones a 65°C durante 20 minutos a excepcidn de la reaccion con

Spel que se inactivo a 80°C.

Tras la linearizacion, se sintetizaron y marcaron las sondas AS y S para cada gen
candidato empleando el kit DIG RNA Labeling (Roche). Cada reaccién contenia 5 ul de
ADN linearizado (aproximadamente 250 ng), 8 pl de H,O milli-Q estéril, 2 ul de DIG
RNA Labeling mix, 2 ul de buffer de transcripcién 10X, 1 ul de inhibidor de ARNasa y 2
pl de la ARN polimerasa correcta para sintetizar las sondas S (polimerasa T7) o las
sondas AS (polimerasa Sp6 o T3 en el caso del gen CG12129). Estas reacciones se
incubaron 2 horas en un termobloque a 37°C. Todas las reacciones se chequearon en
geles de agarosa. Los tamafios en pares de bases esperados de cada sonda S y AS para
cada gen candidato se resumen en la Tabla 8. Se pararon las reacciones afiadiendo 2 pl
de ADNasa libre de ARNasas e incubando por 15 minutos en termobloque a 37°C.
Posteriormente se afiadieron: 2 ul de EDTA (0.2 M, pH8), 2.5 pl de LiCl y 75 pl de
etanol absoluto frio. Las mezclas se dejaron precipitando ON a -20°C. Al dia siguiente
se centrifugaron las muestras a 4°C durante 20 minutos a 14000 rpm. Se descartaron
los sobrenadantes y se afiadieron 100 ul de etanol al 70% frio a cada tubo. Se
centrifugaron las muestras otros 10 minutos a 4°C y 14000 rpm, se descartaron
nuevamente los sobrenadantes, se dejaron secar los pellets, se resuspendieron éstos

en 50 pl de H,0 milli-Q estéril y se almacenaron a -20°C.
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Tabla 8. Linearizacion de plasmidos para construir las sondas de in situ de genes candidatos

Fragmento a Tamafio de
ER
Miniprep GEN CcG 1 ug (en pl) usar (en pb) sonda (en pb)
AS S AS S AS S
EcoRI+
1 ACC CG11198 3.7 Xhol 400 3743 400 2181*
EcoRV
2 CG12129 | CG12129 1.3 Notl Spel 4157 4157 267 266
3 Jheh3 CG15106 6.7 EcoRlI Xhol 3177 2751 1573 1189*
4 Taldo CG2827 8.4 EcoRI Xhol 2326 2736 722 472
5 CG11334 | CG11334 5.4 EcoRI Xhol 3080 3080 1476* | 1518*
6 CG4586 CG4586 7.2 EcoRl Xhol 3245 2762 164 1200
7 dnc CG32498 7 EcoRI Xhol 3811 3811 2207* | 2249*
8 CG6415 CG6415 7.36 EcoRI Xhol 2392 2885 788 1323*
9 EMCS8-9 CG3501 9 EcoRI Xhol 2446 2446 842* 884*

* Se realizaron posteriormente PCRs para obtener tamafios de sondas mas pequefios. AS:
sonda antisentido; ER: enzima de restriccidn; pb: pares de bases; S: sonda sentido.

En algunos casos donde las digestiones con enzimas de restriccidon resultaban
en tamanos de sondas mayores a 1200 pares de bases (*, Tabla 8) se probd también a
realizar la sintesis y marcaje de las sondas empleando como molde reacciones de PCR,
realizadas sobre los productos de digestién, empleando los primers SP6 y Foward de
cada gen para la sintesis de las sondas AS y los primers T7 y Reverse de cada gen para
la sintesis de las sondas S (Tabla 9). En esos casos, los productos de PCR se corrieron
en geles de agarosa y la banda correspondiente a la sonda se purificd del gel
empleando el kit mi-Gel Extraction (Metabion) siguiendo las instrucciones del

fabricante, previo a seguir con el protocolo de marcaje.
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Tabla 9. Construccion mediante PCR de las sondas de in situ de genes candidatos

Tamafio de sonda
GEN CG PRIMERS obtenida por PCR (en pb)

SP6/FORWARD T7/REVERSE AS S

5-AATACGACTCACTATAG-3’
ACC Ce11198 5-CTCTCGCTGGAGAACTGGAC-3' 332

5'-ATTTAGGTGACACTATA-3' 5-AATACGACTCACTATAG-3'

Jhens CG15108 5-CCGCAATCGGAGATCGATGA-3' | 5-CAGGTAATTGTCCCGCCAGT-3 1200 480
5-ATTTAGGTGACACTATA-3' 5-AATACGACTCACTATAG-3’

CG11334 | CG11334 5-ACGGCGGTCAACATGAAGAT-3' | 5-CGGTCGCGTCCAGAAATCTA-3 1000 500

dne CG32498 5'-ATTTAGGTGACACTATA-3 5'-AATACGACTCACTATAG-3 200 1800

5-AGAGCATGATACCGCCTTCG-3' | 5-TTCGGCGAGGTTCTCCTGAT-3'

5-AATACGACTCACTATAG-3'
CG6a15 cG6a15 5-CTTTCATCGCCGCATTGGAG-3' 450

5-ATTTAGGTGACACTATA-3' 5-AATACGACTCACTATAG-3’
EMC8-9 ce3s0l 5-TTGATATTCCACGCGGCCAA-3' | 5-ACTAATCCTTCCCGTTCGGC-3 765 257

AS: sonda antisentido; ER: enzima de restriccién; pb: pares de bases; S: sonda sentido.
El tipo de fuente “negrita” se emplea para indicar los primers SP6 y T7 que se
combinaron con los primers Foward y Reverse, respectivamente, disefiados para cada
gen.

Todas las sondas obtenidas y marcadas con DIG fueron cuantificadas mediante
nanodrop previo a las hibridaciones in situ de cerebros de larvas L3 WT. La sonda AS
para el gen ACC no pudo sintetizarse y marcarse efectivamente por ninguno de los

métodos ensayados por lo que no se realizaron hibridaciones in situ para este gen.

3.3. Diseccion de cerebros de larvas

Se siguio el protocolo de Wu y Luo, 2006. Se colectaron 200-300 larvas L3 WT
de la pared de los tubos de cultivo, con un pincel mojado en PBT 1X (50 ml 1X PBS +
250 pl 20% Tween-20). Se pasaron a placas con PBT frio y mediante pinzas y agujas se
removieron sus cerebros, tirando desde el tercio ventral de la pared abdominal de las
larvas y manteniéndolas sujetas por el gancho bucal. Se separaron del cuerpo de la
larva los cerebros, sujetos a los ganchos bucales y se almacenaron en etanol frio hasta

las hibridaciones in situ.

3.4. Hibridacion in situ

Se sacaron todas las muestras de cerebro de larvas L3 WT del etanol frio y se

lavaron 8 veces durante 5 minutos en metanol con agitacién. Posteriormente se
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lavaron durante 5 minutos en una mezcla 1:1 de metanol: H,0 y luego 2 minutos en
H,0. Se guardaron a -20°C por 10 minutos en una mezcla de 80% acetona en H,0. Se
lavaron 2 veces durante 5 minutos en PBT 1X con agitacién, se fijaron durante 20
minutos en paraformaldehido al 4% y se hicieron 5 lavados de 5 minutos en PBT 1X.
Posteriormente se bloquearon durante 10 minutos con agitacidon en una mezcla 1:1 de
PBT 1X y solucidn de hibridacién con esperma de salmén (50% formamida desionizada,
5X SSC, 100 pg/ml de ADN de salmén, 50 pug/ml de heparina, 0.1% Tween 20, H,0).
Luego se lavaron las muestras en solucion de hibridacion con esperma de salmoén
durante 10 minutos a 55°C y se pre-hibridaron a 55°C por 1 hora en la misma solucién
fresca. Se separaron las muestras para hibridar con las diferentes sondas S y AS para
los 8 genes candidatos (alrededor de 20 cerebros de larvas L3 para cada condicidn). Se
desnaturalizaron todas las sondas 5 minutos a 80°C (1-3 pl de sonda para una
concentracion de 2 ng/ul en 100 ul de solucién de hibridacidn con esperma de salmén)
y se dejaron 10 minutos en hielo. Se hibridaron las muestras con cada sonda S y AS
para cada gen candidato ON a 55°C en camara humeda. Al segundo dia de hibridacidn,
se lavaron las muestras 2 veces por 20 minutos a 60°C en solucion de hibridacion sin
esperma de salmon, 4 veces por 20 minutos a 60°C en una mezcla 1:1 de solucion de
hibridacién sin esperma de salmén:PBT y 2 veces por 20 minutos a TA en PBT.
Finalmente, todas las muestras se incubaron en una dilucion 1:2000 de anticuerpo
anti-Digoxigenina-AP, Fab fragments (Roche) en PBT, ON a 4°C. Al tercer dia de
hibridacién, se lavaron las muestras 4 veces por 20 minutos en PBT, 3 veces por 5
minutos en Buffer 3 (NaCl 100mM, MgCl, 50 mM, Tris HCI pH 9.5 100 mM, 0.1% Tween
20), agregando en el ultimo lavado 3 ul de NBT (Roche) y 2.3 ul de BCIP (Roche) por ml
de Buffer 3. Las muestras se incubaron en oscuridad, chequeando el desarrollo de
color cada 5 minutos bajo lupa. Las reacciones AS y S para cada gen se frenaron con 2
lavados de 5 minutos en PBT 1X, en el momento especifico en que se observd
desarrollo de color en cada una de las reacciones AS. Las muestras se almacenaron en
PBS 1X a 4°C hasta el momento del montaje en portaobjetos con una gota de glicerol al

80% para observar y fotografiar con el microscopio.
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4. Cepas y cruces de moscas transgénicas para el silenciamiento y la sobre-expresion

de los genes candidatos

Para los experimentos de silenciamiento génico de los tres candidatos finales
(ACC, CG10932 y CG4586) a nivel pan-neuronal, dopaminérgico, colinérgico y glial
(Figura 34), se cruzaron moscas transgénicas con secuencias GAL4 unidas a un
promotor pan-neuronal (elav-GAL4, Bloomington #8765), dopaminérgico (TH-GAL4,
Bloomington #8848), colinérgico (cha-GAL4, Bloomington #6798) o glial (repo-GAL4,
Bloomington #7415), con moscas UAS-ARNi especificas para cada gen candidato
obtenidas del VDCR: ACC #8105/GD; CG10932 #107027/KK y #16099/GD; CG4586
#21886/GD. Se construyeron los siguientes genotipos experimentales: elav-GAL4/UAS-
ARNiI-ACC; TH-GAL4/UAS-ARNI-ACC; cha-GAL4/UAS-ARNI-ACC; +/UAS-ARNi-ACC;repo-
GAL4/+; elav-GAL4/UAS-ARNi-CG4586; TH-GAL4/UAS-ARNi-CG4586; cha-GAL4/UAS-
ARNi-CG4586; +/UAS-ARNi-CG4586;repo-GAL4/+; elav-GAL4/UAS-ARNi-CG109321°7%,
TH-GAL4/UAS-ARNi-CG10932"7%7;  cha-GAL4/UAS-CG10932'7%;  +/UAS-ARNi-
CG10932°7%%.repo-GAL4/+; elav-GAL4/UAS-ARNi-CG10932'°%°; TH-GAL4/UAS-ARNi-
CG10932™%%; y +/UAS-ARNi-CG10932%°:repo-GAL4/+.

Para los experimentos de sobre-expresidon pan-neuronal, dopaminérgica y
colinérgica de los genes ACC y CG10932 en un contexto mutante de ND parkin, se
utilizaron la cepa UAS-ACC (gentilmente cedida por el Dr. Parvy, Parvy et al., 2012) y la
cepa UAS-CG10932 (Flyorf #F000986; Bischof et al., 2013) y se cruzaron con las cepas
elav-GAL4, TH-GAL4 y cha-GAL4 (Figura 34). Se obtuvieron los siguientes genotipos
experimentales: elav-GAL4/UAS-ACC;parkin; TH-GAL4/UAS-ACC;parkin; cha-GAL4/UAS-
ACC;parkin; elav-GAL4/+;parkin/UAS-CG10932; TH-GAL4/+;parkin/UAS-CG10932; vy
cha-GAL4/+;parkin/UAS-CG10932.

Todas las cepas empleadas fueron mantenidas con medio de cultivo estandar a
temperatura ambiente de 25°C y en un régimen de luz controlado en ciclos de 12:12

horas de luz:oscuridad.
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Silenciamiento de ACC, CG10932
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CG10932 en contexto parkina
l
(=T e

Proteina GAL4

Figura 34. Silenciamiento y sobre-expresion de genes candidatos para los ensayos de
validacion in vivo. Esquema de cruces de cepas transgénicas GAL4 y UAS para el
silenciamiento pan-neuronal, dopaminérgico, colinérgico y glial de los genes ACC,
CG4586 y CG10932 y la sobre-expresion pan-neuronal, dopaminérgica y colinérgica de
ACCy CG10932. (Imagen adaptada de http://slideplayer.es/slide/3413453/).

5. Medicion del largo de vida

Se empled basicamente el mismo protocolo descrito en el Capitulo Il (Figura
25). Se colocaron 100 hembras virgenes recién emergidas de cada genotipo (cepas
experimentales ARNi de los genes candidatos con los diversos GAL4, mutantes parkin
solos 0 que sobre-expresaban los genes candidatos ACC o CG10932, ademas de sus
respectivos controles parentales) en tubos de cultivo, cada uno con aproximadamente
20-25 individuos, en condiciones estdndar. En cada tubo se registré cada dos dias el
numero de moscas muertas y se transfirieron a un tubo fresco el resto de las moscas

hasta la muerte de todos los individuos. Se ingresaron los datos en tablas Excel y se
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construyeron graficos. Los analisis estadisticos fueron realizados empleando el

programa STATISTICA (7. 0 Version, StatSoft, Inc.).

6. Ensayos de locomocion (climbing)

Se empled el mismo protocolo general descrito en el Capitulo Il (Figura 24).
Brevemente, usamos machos de 5, 15 y 25 dias de edad, de las cepas ARNi de los
genes candidatos ACC y CG10932 con los diversos GAL4, mutantes parkin solos o que
sobre-expresaban los genes candidatos ACC o CG10932, ademas de sus respectivos
controles parentales. Se analizaron 50 moscas por genotipo y edad, separadas en
tubos de 10 individuos por condicion. Las moscas fueron mantenidas durante los dias
del experimento en medio de cultivo fresco, cambiandolas a un tubo nuevo cada dos
dias para mantenerlas en buenas condiciones. Los tubos con moscas de cada muestra,
5 réplicas por condicién, se golpearon contra la mesa varias veces consecutivas, para
hacer caer las moscas al fondo de los tubos antes de que comenzaran a trepar. Diez
segundos después se registré el nimero de moscas que trepaban y atravesaban una
linea marcada a 8 cm de la base de cada tubo. Se repitié este procedimiento para cada
tubo 10 veces, dejando un intervalo de un minuto entre cada medicién. Todos los
experimentos fueron filmados y posteriormente analizados. Los datos obtenidos
fueron ingresados en tablas Excel, graficados por genotipo y edad y comparados

estadisticamente mediante el programa STATISTICA (7. 0 Version, StatSoft, Inc.).
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RESULTADOS CAPITULO Iil

1. Seleccion de genes candidatos a neuroprotectores

Se partié de la lista inicial de 633 genes candidatos, que eran aquellos genes
expresados diferencialmente de manera significativa en las comparaciones genotipicas
MRNA-Seq postuladas en el Capitulo | como relevantes para la busqueda de genes
neuroprotectores: WT16 vs Hol6; WT17 vs Hol7 y (Ho16 vs Ho17)-(WT16 vs WT17).
Tal como se indicé en el Capitulo |, planteamos la hipdtesis de que aquellos genes
expresados diferencialmente de manera significativa en la comparacién WT16 vs Ho16
se asociarian principalmente al proceso de ND (estadio 16) y que aquellos que lo
hicieran en las comparaciones WT17 vs Hol7 y (Hol6 vs Hol7)-(WT16 vs WT17) se

asociarian principalmente al proceso de reversién de ND (estadio 17).

A continuacidn, se resumen los resultados de la aplicacidn de los ocho filtros
secuenciales aplicados con el fin de seleccionar un nimero reducido de genes a validar

experimentalmente.

1.1. Incongruencias en el patron de expresion entre las tres comparaciones

genotipicas de interés (Filtro 1)

Consisti6 en descartar aquellos genes que presentaban resultados
contradictorios entre las comparaciones genotipicas. Por ejemplo, aquellos genes que
no presentaban diferencias significativas en las comparaciones WT16 vs Hol6, WT17
vs Hol7 y WT16 vs WT17, pero si en Hol6 vs Hol7. Se descartaron 178 genes (Figura

35 y Tabla Suplementaria 7).

Figura 35 (pagina siguiente). Ejemplo de descarte de genes candidatos por aplicacion
del Filtro 1. El gen sugarless ejemplifica un patrén congruente porque todas las
comparaciones genotipicas coinciden en la disminucion de su expresion en Hol6 y Hol7 y
por tanto sobrepaso el Filtro 1. Sin embargo, el gen Sec61beta fue descartado porque los
datos mostraron una incongruencia: el gen también deberia haber mostrado una sub-
expresion significativa en el WT17 respecto al WT16 o no deberia haber mostrado
diferencias significativas en la comparativa Hol16 vs Hol7. DE= Analisis de expresion
diferencial de los resultados mRNA-Seq.
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Comparacion genotipica DE

Nombre del gen | WT16 vs Ho16 | WT17 vs Hol7 | Hol6 vs Hol7 | WT16 vs WT17 -

sugarless sub-expresado | sub-expresado | sin diferencias | sin diferencias | ACEPTADO

Sec6lbeta sin diferencias | sin diferencias | sub-expresado | sin diferencias | DESCARTADO

1.2. Asociacion previa demostrada a procesos de neurodegeneracion/

neuroproteccion en Drosophila (Filtro 2)

Consistid en descartar de los 455 genes resultantes del Filtro 1, aquellos genes
que ya estaban asociados empiricamente a procesos de ND en Drosophila (5% de la

lista, ver Capitulo I). Se descartaron 41 genes (Figura 36 y Tabla Suplementaria 8).

Nombre del gen Asociacién previa a ND/ NP

ej: Shukla et al ., 2014. Hsp-70

suppresses paraquat-induced

Heat-shock- neurodegeneration by inhibiting JNK and

protein-70Ba | caspase-3 activation in Drosophila model

of Parkinson's disease. PLoS One. 2014
Jun 2;9(6):€98886.

Figura 36. Ejemplo de descarte de genes candidatos por aplicacion del Filtro 2. El
gen Hsp70Ba fue descartado porque ya se habia demostrado empiricamente su
asociacion con ND o NP en Drosophila.

DESCARTADO

1.3. Falta de expresion en el SN de Drosophila (Filtro 3)

Consistid en descartar de los 414 genes candidatos resultantes de la aplicacidon
del Filtro 2, aquellos genes cuya expresion en el SN de Drosophila no habia sido

reportada en Flybase, ya que en ese caso tienen muchas menos posibilidades de
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ejercer una funcidn neuroprotectora respecto a los genes que si se expresan en el SN.

Se descartaron 196 genes (Figura 37 y Tabla Suplementaria 9).

Nombre del gen Expresiéon SNC Drosophila

Expression at moderate levels in the

following post-embryonic organs or

tissues: adult head, adult eye, larval
central nervous system

CG11334

ACEPTADO

Expression in other tissues
nimrod C4 or DESCARTADO
no information

Figura 37. Ejemplo de descarte de genes candidatos por aplicacién del Filtro 3. La
aplicacion del Filtro 3 permitioé descartar al gen nimrod C4 ya que segun Flybase no
existian datos sobre su expresién en el SN. Por el contrario, el gen CG11334 fue
seleccionado ya que estaba confirmado empiricamente que se expresa en el SN.

1.4. Ausencia de cepas transgénicas de Drosophila para sobre-expresar o inhibir su

expresion (Filtro 4)

Este filtro consistidé en descartar de los 218 genes candidatos resultantes de
la aplicacion del Filtro 3, aquellos genes para los que no existiesen cepas
transgénicas, principalmente cepas necesarias para el silenciamiento génico, en los
centros repositorios de cepas o reportadas en la literatura. Se descartaron 28 genes

(Figura 38 y Tabla Suplementaria 10).
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Nombre del gen STOCKS UAS_CONSTRUCT RNAi

Bloomington
33534: w* P{EP}CG10932G917/FM7h
18777: w1118 PBac{WH}CG10932f04498 DRSC - Results from

CG10932 IF.’I;N?\:\;,H}CG 1093204498 P{GD7132} T::Ar:;;;;;';; ACEPTADO

ac P{KK100320} &

VDRC
v107027: P{KK100320}VIE-260B GenomeRNAI- 31695
v16099: w1118; P{GD7132}v16099
v16957: w1118; P{GD7132}v16957/CyO

CG14096 - - - DESCARTADO

Figura 38. Ejemplo de descarte de genes candidatos por aplicacion del Filtro 4. El ejemplo muestra
gue mediante el Filtro 4 se descartd al gen CG14096 ya que no existian stocks transgénicos de
Drosophila para silenciarlo o sobre-expresarlo. El otro ejemplo, el gen CG10932, pasé el Filtro 4 ya
gue existian cepas de moscas transgénicas disponibles para realizar nuestros ensayos.

1.5. Falta de homologia con genes humanos (Filtro 5)

Consistid en descartar de los 190 genes candidatos resultantes de la aplicaciéon
del Filtro 4, aquellos genes para los que no se hubieran identificado genes homodlogos
en humanos, ya que preferimos seleccionar genes potencialmente relevantes para la

salud humana. Se descartaron 99 genes (Figura 39 y Tabla Suplementaria 11).

Nombre del gen Homologos en humanos

Hsap\PDE4B
ACEPTAD
dunce Hsap\PDE4D ¢ 0
Cuticular protein
100A - DESCARTADO

Figura 39. Ejemplo de descarte de genes candidatos por aplicacion del Filtro 5. El
ejemplo muestra que en el Filtro 5 se descarté al gen Cuticular protein 100A ya que no
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existen homdlogos humanos identificados. El otro ejemplo, el gen dnc, pasé el Filtro 5 ya
que tiene dos genes homodlogos en humanos.

1.6. Previa asociacion demostrada a procesos de neurodegeneracion/

neuroproteccion de los genes homadlogos humanos (Filtro 6)

Consistio en descartar de los 91 genes candidatos resultantes de la aplicacion
del Filtro 5, aquellos genes que presentan homdlogos humanos confirmados
empiricamente como asociados a procesos de ND, ya que esto restaria novedad y
relevancia a nuestros hallazgos. Se descartaron 17 genes (Figura 40 y Tabla

Suplementaria 12).

Gen de. Gen homalogo Asociacién previa a ND/ NP en humanos
Drosophila humano
D iy
CG40006 D36 egeneracion | . GeNET database | DESCARTADO
retinal
CG42331 LPO Enfermedad de | |\ - NET database | DESCARTADO
Parkinson

Figura 40. Ejemplo de descarte de genes candidatos por aplicacion del Filtro 6. El
ejemplo muestra que el Filtro 6 permitié descartar los genes CG40006 y CG42331 ya que
estaba empiricamente demostrada la asociacion de sus homélogos humanos CD36 y
LPO con degeneracidn retinal y PD, respectivamente.

1.7. Falta de expresion de los genes homologos humanos en el SN (Filtro 7)

Consistid en descartar de los 74 genes candidatos resultantes de la aplicacion
del Filtro 6, aquellos genes que presentaban homodlogos humanos para los que no se
ha reportado expresion en el SN. Al existir una alta conservacién de genes entre ambas
especies, la relevancia del gen en procesos de NP en humanos serd menor si su gen
homdlogo no se expresa en el SN. Se descartaron 27 genes (Figura 41 y Tabla

Suplementaria 13).

120



Gen de Gen homodlogo ‘.
. Expresiéon SN humanos
Drosophila humano
UP_TISSUE
CG6026 Hsap\KCNH8 Cerebro - ACEPTADO
database
P UP_TISSUE
CG6188 Hsap\GNMT | ' Cnereds - DESCARTADO
Placenta database

Figura 41. Ejemplo de descarte de genes candidatos por aplicaciéon del Filtro 7. El
Filtro 7 permitioé descartar al gen CG6188 ya que no estaba reportada la expresion en
tejido nervioso para su homdélogo humano, GNMT. Sin embargo, el gen CG6026, pasd
el Filtro 7 ya que estaba confirmado empiricamente que su homélogo humano, el gen
KCNHS, se expresa en el cerebro.

Mediante la aplicacion consecutiva de los siete filtros mencionados se

seleccionaron 47 genes candidatos a neuroprotectores (Tabla 10). Estos genes tienen

relacion mayormente con procesos de estrés oxidativo, mitocondria y regulacién

hormonal. Algunos de ellos no tienen aun asignada ninguna funcidn bioldgica.

Tabla 10. Identidad de los 47 genes de Drosophila candidatos a neuroprotectores.

CG Nombre | Simbolo | GO_Funcién molecular (reporte textual de Flybase) | GO_Proceso bioldgico (reporte textual de Flybase)
Acetyl-CoA acetyl-CoA carboxylase activity ; ATP binding; o X
CG11198 4 ACC ) y4 v . v . R g fatty acid biosynthetic process
carboxylase Gbiotin carboxylase activity ; metal ion binding
CG2198 | Amalgam Ama antigen binding cell adhesion
CG9307 | Chitinase 5 | Cht5 chitinase activity ; chitin binding; cation binding chitin catabolic process
electron carrier activity ; heme binding;
Cytochrome oxidoreductase activity, acting on paired donors, L .
CG10242 y Cyp6a23 . R ¥ Ag P oxidation-reduction process
P6a23 with incorporation or reduction of molecular
oxygen
electron carrier activity ; oxidoreductase activity, . ) L i
Cytochrome ) R v L R ¥ lipid metabolic process ; oxidation-reduction
CG3972 Cyp4gl | acting on paired donors, with incorporation or
P450-4g1 i o process
reduction of molecular oxygen ; heme binding
. - insecticide metabolic process ; lauric acid
Cytochrome electron carrier activity ; alkane 1-monooxygenase . )
CG10248 Cyp6a8 . o metabolic process ; response to caffeine ;
P450-6a8 activity ; heme binding L )
oxidation-reduction process
cyclic nucleotide metabolic process ; cAMP-
mediated signaling ; courtship behavior ; learning
; olfactory learning ; behavioral response to
- . . - ethanol ; locomotor rhythm ; reproduction
CG32498 dunce dnc 3',5'-cyclic-AMP phosphodiesterase activity i . X . .
;synaptic transmission ; circadian rhythm ; mating
behavior ; memory ; nonassociative learning ;
oogenesis ; axon extension ; short-term memory ;
conditioned taste aversion ; signal transduction

121




salivary gland cell autophagic cell death ;

Ecdysone- sequence-specific DNA binding transcription factor| autophagy ; regulation of development
€G32180| induced | Eip74gF | SSIUENESP € P pnagy; reg . pment,
i activity heterochronic ; regulation of transcription, DNA-
protein 74EF .
dependent ; oogenesis
. - . Lo autophagic cell death ; carbohydrate metabolic
CG3132 | Ecttoderm3 | Ect3 beta-galactosidase activity ; cation binding process
CG3501 EMC8-9 EMC8-9 | - -
Ganny- ranny-
CG2198 ) v g ) y antigen binding cell adhesion
smith smith
inositol biosynthetic process ; phospholipid
CG11143 Inos Inos inositol-3-phosphate synthase activity ) . Y P phospholip
biosynthetic process
Juvenile . . . -
juvenile hormone epoxide hydrolase activity ; i . .
hormone X . X . i juvenile hormone catabolic process ; response to
CG15106 ) Jheh3 epoxide hydrolase activity ; G cis-stilbene-oxide i
epoxide hydrolase activit toxin
hydrolase 3 v Y
G-protein coupled receptor protein signaling
Methuselah- . L — .
CG32475 like 8 mthl8 G-protein coupled receptor activity pathway ; determination of adult lifespan;
response to stress
Mitochondri
CG13608 |al ribosomal | mRpS24 | structural constituent of ribosome ; RNA binding translation
protein 524
CG31839| Nimrod B2 | nimB2 | - mesoderm development
CG3479 | Outspread osp - -
Polypeptide
GalNAc olypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase
CG2103 pgant6 P _y’_) P vie v oligosaccharide biosynthetic process
transferase activity ;
6
segment polarity determination ;
glycosaminoglycan biosynthetic process ; heparan
sulfate proteoglycan biosynthetic process,
polysaccharide chain biosynthetic process ;
epithelial cell migration, open tracheal system;
cell surface receptor linked signaling pathway ;
- mesoderm migration involved in gastrulation ;
CG10072| Sugarless sgl UDP-glucose 6-dehydrogenase activity ; . .
Wnt receptor signaling pathway ; chondroitin
sulfate biosynthetic process ; heart development
; smoothened signaling pathway ; fibroblast
growth factor receptor signaling pathway ;
olfactory behavior ; inter-male aggressive
behavior; mushroom body development ;
oxidation-reduction process
CG2827 Taldo Taldo sedoheptulose»7»phosphate:D»glyct?réldehyde—} pentose-phosphate shunt, non-oxidative branch ;
phosphate glyceronetransferase activity pentose-phosphate shunt
CG6653 | Ugt86De |Ugt86De | glucuronosyltransferase activity metabolic process
RNA import into nucleus ; mitochondrial electron
CG10320| CG10320 |CG10320| NADH dehydrogenase activity ; P -
transport, NADH to ubiquinone
CG10863| CG10863 |CG10863| alditol:NADP+ 1-oxidoreductase activity oxidation-reduction process
- fatty acid biosynthetic process ; pyruvate
CG10932| CG10932 |CG10932 | acetyl-CoA C-acetyltransferase activity k B . L
metabolic process ; mitotic spindle organization
CG11334| CG11334 |[CG11334| translation regulator activity translation ; wing disc development
CG12129| CG12129 |[CG12129| RNAbinding; catalyticactivity regulation of transcription, DNA-dependent
CG12256| CG12256 |CG12256| serine-type endopeptidase activity proteolysis
CG12929| CG12929 |CG12929| - -
CG13678| CG13678 |CG13678| - -
CG16704| CG16704 |CG16704| serine-type endopeptidase inhibitor activity -
rotein binding ; carbohydrate binding; . . .
P i & . ¥ g . glycerol metabolic process ; lipid metabolic
CG18135| CG18135 |CG18135| phospholipase Cactivity ; glycerophosphodiester . ) .
i o process ; intracellular signal transduction
phosphodiesterase activity
CG30382 1 (€G30382 |CG30382 | endobentidase activitv response to DNA damage stimulus
metallocarboxypeptidase activity ; zincion )
CG3108 CG3108 CG3108 o proteolysis
binding
CG31549| CG31549 |CG31549 | oxidoreductase activity metabolic process
transferase activity, transferring phosphorus-
CG31751| CG31751 (CG31751 . -
containing groups
mRNA binding ; zincion binding; nucleotide . X i
CG3294 CG3294 CG3294 binding nuclear mRNA splicing, via spliceosome
CG3419 CG3419 CG3419 | mannosyltransferase activity GPI anchor biosynthetic process

122




CG4017 CG4017 CG4017 | metallocarboxypeptidase activity ; zincion binding| proteolysis
CG42343| CG42343 | CG42343| - -
acyl-CoA oxidase activity ; acyl-CoA
CG4586 CG4586 CG4586 | dehydrogenase activity ; flavin adenine fatty acid beta-oxidation
dinucleotide binding
CG5987 CG5987 CG5987 | tubulin-tyrosine ligase activity protein modification process
CG6026 CG6026 CG6026 | - -
CG6415 CG6415 CG6415 | aminomethyltransferase activity glycine catabolic process
CG6847 CG6847 CG6847 | triglyceride lipase activity lipid metabolic process
CG8111 CG8111 CG8111 | - -
oxidoreductase activity, acting on CH-OH group of .
CG9360 CG9360 CG9360 metabolic process
donors
CG9449 CG9449 CG9449 | acid phosphatase activity phagocytosis, engulfment

1.8. Seleccion de genes asociados a la via de parkin (Filtro 8)

Debido a la imposibilidad de validar 47 genes in vivo dentro del plazo de un
doctorado, decidimos reducir aiun mas la lista de candidatos, usando busquedas
bibliograficas y bases de datos para analizar posibles interacciones directas o indirectas
entre dichos genes. La Figura 42 resume el resultado del analisis mediante STRING
(https://string-db.org/) de posibles interacciones entre las proteinas codificadas por
estos 47 genes. La Figura 43 resume el resultado del analisis mediante STITCH
(http://stitch.embl.de/) de posibles interacciones fisicas o funcionales entre las

proteinas codificadas por estos 47 genes y grupos quimicos.
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Figura 42 (pagina anterior). Andlisis mediante el programa STRING de posibles
interacciones entre las proteinas codificadas por los 47 genes candidatos
seleccionados. Las esferas representan proteinas. Su tamafio es mayor si hay
informacién estructural asociada a la proteina. Los colores de las lineas representan el
tipo de evidencia para predecir su asociacion: verde ("neighborhood"-conservacion),
celeste (bases de datos), purpura (experimental). Los grosores de las lineas representan
el grado de confianza de la prediccidon de interaccion. Se empled un limite de confianza
alto (0.7), que representa la probabilidad de que la interaccién predicha exista en el
mismo mapa metabdlico de la base de datos KEGG.
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Figura 43. Analisis mediante el programa STITCH de posibles interacciones entre las
proteinas codificadas por estos 47 genes y grupos quimicos. Las esferas representan
proteinas. Su tamano es mayor si hay informacidn estructural asociada a la proteina.
Los colores de las lineas representan el tipo de evidencia para predecir su asociacion:
verde ("neighborhood"-conservacién), celeste (bases de datos), purpura
(experimental), rojo (fusidn), negro (co-expresidén). Los grosores de las lineas
representan el grado de confianza de la prediccion de interaccidén. Se empled un limite
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de confianza alto (0.7), probabilidad que la interaccion predicha exista en el mismo
mapa metabdlico de la base de datos KEGG.

Alternativamente, se tuvieron también en cuenta las interacciones entre dichos
genes y otros genes asociados a ND/NP en Drosophila y/o humanos (Figura
Suplementaria 1). En particular nos interesaba ponderar el grado de asociaciéon de
nuestros candidatos con genes de la via de parkin y demas genes asociados a PD, ya
que los mutantes en parkin serian empleados como control de ND en nuestros
experimentos. De los 47 genes candidatos resultantes de la aplicacién del Filtro 7, se
seleccionaron finalmente 10 genes que por diversos analisis de interaccién mostraban
una asociacion estrecha entre si y una relacién directa o indirecta (como maximo con
un gen/proteina de separacion) con genes o proteinas de la via de parkin y demas
genes asociados a PD (Tabla 11, Figura 44, Tabla Suplementaria 14). La Tabla 11
resume los principales procesos bioldgicos donde intervienen estos 10 genes que
fundamentalmente corresponden a la biosintesis y oxidacion de lipidos, a la
produccién de energia y cofactores como el ATP y el AMPc, a la transcripcidén y

traduccién de genes y a la via del acetil-CoA.

Tabla 11. Identidad de los 10 genes candidatos seleccionados para su validacion.
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Figura 44 (pagina anterior). Andlisis de interaccion STRING y STITCH de los 10 genes
de Drosophila seleccionados como candidatos a neuroprotectores para su validacion.
Las esferas representan proteinas. Su tamafio es mayor si hay informacion estructural
asociada a la proteina. Los 10 genes candidatos a neuroprotectores se encuentran
marcados con circulos verdes. Los 3 genes de la via del acetil-CoA se resaltan con
circulos rojos. Se agregaron al analisis también los genes de la via de parkin y PD
(circulos en azul). Los colores de las lineas representan el tipo de evidencia para
predecir su asociacion: verde ("neighborhood"-conservacién), celeste (bases de datos),
purpura (experimental), rojo (fusion), negro (co-expresion). Los grosores de las lineas
representan el grado de confianza de la prediccidn de interaccidén. Se empled un limite
de confianza alto de 0.7, que es la probabilidad que la interaccidn predicha exista en el
mismo mapa metabdlico de la base de datos KEGG. Se agregd también una
codificacion resumiendo el resultado del analisis DE realizado a partir de los datos de
secuenciacion mRNA-Seq (Capitulo 1), para las comparaciones genotipicas consideradas
mas relevantes para detectar potenciales genes neuroprotectores: WT16 vs Hol6 y
WT17 vs Hol7, siendo D (downregulated= sub-expresado) y U (upregulated= sobre-
expresado) en el segundo genotipo de cada comparacién respecto al primero. E
(equal= igual) implica ausencia de diferencias significativas en la expresién del gen
entre los genotipos comparados.

2. Validacion mediante qPCR de los niveles de expresion mRNA-Seq de los genes

candidatos

Con el fin de validar los valores obtenidos para cada uno de estos 10 genes en
nuestro estudio mRNA-Seq, realizamos gqPCRs de ARN extraido de embriones WT,
Hol6 y Hol7. Analizamos en detalle los datos de expresion por mRNA-Seq vy
promediamos los valores obtenidos para cada uno en las diferentes secuenciaciones.
Para representar graficamente estos datos y compararlos con los resultados de las
gPCRs, empleamos el método de normalizacion “gene counts S3/total counts”.
Observamos que el gen CG10932, si bien presenta diferencias significativas DE entre
los mutantes Ho16 y Hol17 respecto a los WT de los mismos estadios, muestra perfiles
de expresion normalizados muy similares entre los diferentes genotipos. Esto dificulta
el analisis por gPCR, por lo que este gen no se usoé para las siguientes validaciones y fue
re-incorporado a la validacidn in vivo. Es mds, como mostraré mas adelante, junto a
otros dos candidatos estrechamente relacionados funcionalmente, este gen adquirio

un papel preponderante en este ultimo capitulo de la tesis.

Los resultados de las qPCRs para los 9 genes candidatos analizados se muestran
graficamente en la Figura 45 comparandolos con los resultados normalizados de la

secuenciacion mRNA-Seq. Ambos resultados se muestran normalizados por Ct y “gene
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counts S3/total counts”, respectivamente, y relativizados a la muestra Hol6 que se
empled como punto de referencia (mutante de ND). Los resultados de ambos métodos

mostraron buena coincidencia en cada uno de los 9 genes.
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Figura 45. Resumen de la comparacion entre los perfiles de expresion obtenidos
mediante mRNA-Seq y los obtenidos mediante qPCRs. Los resultados de las qPCRs y
de la secuenciacion mRNA-Seq de embriones para los 9 genes candidatos analizados
fueron normalizados por Ct y “gene counts S3/total counts”, respectivamente vy
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relativizados a la muestra Hol6. Las dos técnicas muestran tendencias similares
relativas en cada uno de los genes analizados.

Dado que los ensayos in vivo se realizarian con moscas adultas, debiamos
verificar si la expresidon en embriones persistia en el SN de adultos. Para ello,
realizamos gqPCRs para cada uno de los 9 genes seleccionados a partir de ARNm aislado
de cerebros WT adultos. Los resultados de estas gPCRs confirmaron la expresion de

todos estos genes en el cerebro adulto y se muestran graficamente en la Figura 46.

qgPCRs cerebros WT adultos

J||“|||l

Tal CG3501 (CG4586 (CG6415 (CG11334 CG12129

Figura 46. Expresion de los genes candidatos a neuroprotectores obtenidos mediante
gPCRs a partir de cerebros WT de adultos de Drosophila. Los resultados de las qPCRs
para los 9 genes candidatos analizados normalizados por Ct, confirman su expresion en
el cerebro de mosca adulta.

3. Confirmacion de la expresion de los genes candidatos en el SNC por hibridacion in

situ en cerebros de larva

Para completar el andlisis de expresidn en el SN de los 9 genes candidatos que
fueron analizados por gPCR (Figuras 45-46), también se realizaron hibridaciones in situ
en cerebros de larva WT de estadio L3. En el caso de ACC, fue imposible generar y
marcar la sonda AS de hibridacién, pero consideramos que las validaciones anteriores
mediante gPCR confirmaron su expresidon diferencial en los embriones analizados, asi
como su expresidn en cerebros de mosca adulta, por lo que proseguimos con el

analisis de este gen para su validacion in vivo.
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La Figura 47 muestra un resumen de los resultados de las hibridaciones in situ

en cerebros de larvas L3 WT para los 8 genes candidatos evaluados. Los resultados

confirman la expresidn de todos los candidatos en el SNC de Drosophila.
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Figura 47. Resumen de resultados de las hibridaciones in situ en cerebros de larvas L3
WT con las ribosondas sentido (S) y antisentido (AS) para los genes candidatos. Las
sondas AS permiten visualizar la expresidn de los genes analizados en el SNC. Las sondas
S se utilizaron como control, aunque en algunos casos también mostraron tincién, lo
cual puede indicar la existencia de transcripcion en la direccién antisentido en alguno de
los genes (p. ej. dnc, Jh3, Taldo, EM(C8-9 0 CG6415).
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Los resultados de las hibridaciones in situ muestran distintos patrones de
expresion dependiendo de cada gen analizado. Los genes Jh3, Taldo, CG4586 y CG6415
se expresan en todo el SNC. Los genes dnc, CG11334 y CG12129 se expresan
principalmente en todo el cerebro y en una parte de la cadena ventral. No detectamos
expresion del gen EMC8-9. Las sondas S se utilizaron como control, aunque en algunos
casos también mostraron tincion, lo cual puede indicar la existencia de transcripciéon
en la direccién antisentido en alguno de los genes (p. ej. dnc, Jh3, Taldo, EMC8-9 o

CG6415).

4. Validacion in vivo de los tres genes candidatos a neuroprotectores vinculados a la

via de acetil-CoA: ACC, CG4586 y CG10932

En el transcurso de nuestro andlisis descubrimos que 3 de los 10 genes
candidatos seleccionados, ACC, CG10932 y CG4586, pertenecian a la via del acetil-CoA
y el metabolismo de los acidos grasos (AG) (Figura 33). Este resultado sugirié la

hipotesis de que dicha via estaria implicada en NP.

Empleamos el sistema de transgénesis GAL4-UAS para silenciar estos tres genes
candidatos en todas las neuronas, en las neuronas dopaminérgicas, en las neuronas
colinérgicas o en la glia (Figura 34 y Tabla Suplementaria 15). También usamos este
sistema para sobre-expresar los genes ACC y CG10932 en todas las neuronas, en las
neuronas dopaminérgicas o en las neuronas colinérgicas, en un contexto de ND en

mutantes de parkin (Figura 34 y Tabla Suplementaria 16).

Para determinar si se producian fenotipos asociados a ND o NP, usamos los
ensayos de largo de vida y de locomocion (climbing). Los ensayos de largo de vida y de
climbing permiten postular la existencia de un proceso neurodegenerativo cuando se
registra reduccion de largo de vida y de movilidad, o un efecto neuroprotector cuando
el silenciamiento del gen candidato o su sobre-expresién en mutante parkin, resulta en

alargamiento de la vida y mejoria de la movilidad.
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4.1. Ensayos de largo de vida en moscas silenciadas para ACC, CG4586 o CG10932 y

en moscas parkin con sobre-expresion de ACCy CG10932

Las Figuras 48-50 muestran los resultados de los ensayos de largo de vida
durante el silenciamiento de los tres genes candidatos y la sobre-expresién de ACC o
CG10932. Estos ensayos fueron realizados en hembras y se contabilizé el nimero de
moscas muertas por genotipo cada dos dias desde el momento de su emergencia. En
este capitulo, a diferencia del Capitulo Il donde se presentan estos resultados en funcién
de la vida media (tiempo transcurrido cuando sobrevive el 50% de las moscas con las
cuales se inicid el experimento), se optd por representar los resultados en porcentaje de
supervivencia en el dia 45 del experimento (% D45), ya que en base a la experiencia

anterior, el largo de vida viene ya definido a esta edad.

4.1.1. El silenciamiento de ACC acorta el largo de vida mientras que su sobre-

expresion conferiria neuroproteccion

El silenciamiento pan-neuronal del gen ACC es letal embrionario, indicando la
importancia de este gen durante el desarrollo del SN (Figura 48A, Tabla Suplementaria
17). Asi mismo, el silenciamiento dopaminérgico de ACC reduce significativamente la
supervivencia respecto al parental RNAIi-ACC (39% vs 60%) (Figura 48B, Tabla
Suplementaria 17). Sin embargo, su silenciamiento en las neuronas colinérgicas y en la
glia no afectan la supervivencia (51% vs 60% y 72% vs 60%, respectivamente), aunque se
observa una tendencia a la reduccion y al aumento de la supervivencia, respectivamente

(Figura 48C-D, Tabla Suplementaria 17).

La sobre-expresion pan-neuronal del gen ACC no afecta la supervivencia, aunque
muestra una tendencia a aumentarla (45% vs 39%) (Figura 48E, Tabla Suplementaria
17). Coincidentemente, tanto la sobre-expresion dopaminérgica como la colinérgica de
ACC aumentan significativamente la supervivencia respecto al parental UAS-ACC (70% vs
39% y 83% vs 39%, respectivamente) (Figura 4FE-G, Tabla Suplementaria 17). Este
aumento en la supervivencia también se observa en los mutantes parkin a los que se les
sobre-expresd el gen en estos mismos tipos neuronales (83% vs 61%, 80% vs 61% y 78%

vs 61%; respectivamente, Figura 48H, Tabla Suplementaria 17).
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Figura 48 (pagina anterior). Resumen de resultados de los ensayos de largo de vida
para el silenciamiento y sobre-expresion del gen ACC. Los gréaficos muestran los
resultados de los ensayos de largo de vida expresados en porcentaje de supervivencia
al dia 45 de experimento de cada genotipo. El eje Y muestra el porcentaje de
supervivencia D45 mientras que en el eje X se muestran los diferentes genotipos:
RNAIACC= parental RNAIACC (A-D); elavGAL4-RNAIACC= silenciamiento pan-neuronal
de ACC (A); THGAL4-RNAIACC= silenciamiento dopaminérgico de ACC (B); chaGAL4-
RNAIACC= silenciamiento colinérgico de ACC (C); repoGAL4-RNAIACC= silenciamiento
glial de ACC (D); UASACC= parental UASACC (E-G); elavGAL4-UASACC= sobre-expresion
pan-neuronal de ACC (E); THGAL4-UASACC= sobre-expresion dopaminérgica de ACC
(F); chaGAL4-UASACC= sobre-expresion colinérgica de ACC (G); H) parkin/+=mutantes
parkin; elavGAL4-UASACC,parkin= sobre-expresion pan-neuronal de ACC en mutantes
parkin; THGAL4-UASACC,parkin= sobre-expresion dopaminérgica de ACC en mutantes
parkin; chaGAL4-UASACC,parkin= sobre-expresion colinérgica de ACC en mutantes
parkin. ** p< 0,01; *** p< 0,001; *** p< 0,0001. Las barras indican el s.e.m.

4.1.2. El silenciamiento y la sobre-expresion de C€G10932 en neuronas
dopaminérgicas acortan el largo de vida mientras que la regulacion de su expresion

en neuronas colinérgicas conferiria neuroproteccion

Coincidentemente con lo que observamos para ACC, tanto el silenciamiento pan-
neuronal como el dopaminérgico del gen CG10932 reducen significativamente la
supervivencia respecto al parental RNAI-CG10932 (64% vs 78% y 49% vs 78%,
respectivamente) (Figura 49 A-B, Tabla Suplementaria 17). Su silenciamiento en las
neuronas colinérgicas y en la glia no afectan la supervivencia (83% vs 78% y 73% vs 78%,
respectivamente), aunque se observa una tendencia al aumento y la reduccion de la
supervivencia, respectivamente (Figura 49C-D, Tabla Suplementaria 17). Esta tendencia

es opuesta a la observada para el silenciamiento colinérgico y glial de ACC.

La sobre-expresion pan-neuronal de CG10932 tampoco afecta la supervivencia
respecto al parental UAS-CG10932 (66% vs 69%) (Figura 49E, Tabla Suplementaria 17).
Sin embargo, su sobre-expresién dopaminérgica reduce significativamente Ia
supervivencia (28% vs 69%) mientras que su sobre-expresion colinérgica la aumenta
(88% vs 82%) (Figura 49F-G, Tabla Suplementaria 17). Esto podria explicar la falta de
efecto de su sobre-expresidon pan-neuronal. Al contrario de lo observado con la sobre-
expresion de ACC, no observamos efectos de la sobre-expresién de CG10932 en fondo

mutante para parkin (Figura 49H, Tabla Suplementaria 17).
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Figura 49 (pagina anterior). Resumen de resultados de los ensayos de largo de vida
para el silenciamiento y sobre-expresion del gen CG10932. Los graficos muestran los
resultados de los ensayos de largo de vida expresados en porcentaje de supervivencia
al dia 45 de experimento de cada genotipo. El eje Y muestra el porcentaje de
supervivencia D45 mientras que en el eje X se muestran los diferentes genotipos:
RNAiCG10932= parental RNAiICG10932 (A-D); elavGAL4-RNAiCG10932= silenciamiento
pan-neuronal de CG10932 (A); THGAL4-RNAiICG10932= silenciamiento dopaminérgico
de CG10932 (B); chaGAL4-RNAiCG10932= silenciamiento colinérgico de CG10932 (C);
repoGAL4-RNAiCG10932= silenciamiento glial de CG10932 (D); UASCG10932= parental
UASCG10932 (E-G); elavGAL4-UASCG10932= sobre-expresiéon pan-neuronal de
CG10932 (E); THGAL4-UASCG10932= sobre-expresion dopaminérgica de CG10932 (F);
chaGAL4-UASCG10932= sobre-expresion colinérgica de (CG10932 (G); H)
parkin/+=mutantes parkin; elavGAL4-UASCG10932,parkin= sobre-expresién pan-
neuronal de CG10932 en mutantes parkin, THGAL4-UASCG10932,parkin= sobre-
expresion  dopaminérgica de (CG10932 en mutantes parkin;, chaGAL4-
UASCG10932,parkin= sobre-expresion colinérgica de CG10932 en mutantes parkin. **
p< 0,01; *** p< 0,001. Las barras indican el s.e.m.

4.1.3. El silenciamiento glial y dopaminérgico de CG4586 acorta el largo de vida

mientras que su silenciamiento colinérgico conferiria neuroproteccion

El silenciamiento glial, pan-neuronal o dopaminérgico del gen CG4586 reducen
significativamente la supervivencia respecto al control parental RNAICG4586 (54% vs
84%, 65% vs 84% y 61% vs 84%, respectivamente) (Figura 50A-C, Tabla Suplementaria
17). En cambio, su silenciamiento colinérgico aumenta significativamente la
supervivencia (91% vs 84%) (Figura 50D, Tabla Suplementaria 17). Esto coincide con la

las diferencias y tendencias observadas para el silenciamiento del gen CG10932.

Figura 50 (pagina siguiente). Resumen de los resultados de los ensayos de largo de
vida para el silenciamiento del gen CG4586. Los graficos muestran los resultados de
los ensayos de largo de vida expresados en porcentaje de supervivencia al dia 45 de
experimento de cada genotipo. El eje Y muestra los % supervivencia D45 y el X los
diferentes genotipos: RNAICG4586= parental RNAICG4586 (A-D); repoGAL4-
RNAICG4586= silenciamiento glial de CG4586 (A); elavGAL4-RNAiCG4586=
silenciamiento pan-neuronal de CG4586 (B); THGAL4-RNAiCG4586; THGAL4-
RNAICG4586= silenciamiento dopaminérgico de CG4586 (C); chaGAL4-RNAICG4586;
chaGAL4-RNAICG4586= silenciamiento colinérgico de CG4586 (D). * p< 0,05. Las barras
indican el s.e.m.
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4.2. Ensayos de climbing para el silenciamiento génico y sobre-expresion de ACCy

CG10932

Para determinar el grado de ND, se analizé la movilidad de los cruces
construidos en machos a tres edades: dia 5, dia 15 y dia 25. En todos los casos se

realizaron 10 réplicas del ensayo por cada uno de los cinco tubos por genotipo

analizados.

4.2.1. El silenciamiento dopaminérgico y glial de ACC y su sobre-expresion neuronal
causan un deterioro de la movilidad y empeoran la movilidad de individuos con

neurodegeneracion

Ya a edad temprana (5 dias) se observa un deterioro significativo de la
movilidad de los machos a los que se les silenci6 el gen ACC en neuronas
dopaminérgicas o en la glia (33% vs 60% y 40% vs 60%, respectivamente) (Figura 51B y
D, Tabla Suplementaria 18). Este deterioro muestra una tendencia a aumentar
progresivamente con la edad (comparar 5 dias vs 15 dias vs 25 dias en la Figura 51B y

D, Tabla Suplementaria 18). El mayor efecto de reduccién en la movilidad lo causa el
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silenciamiento de ACC en las las neuronas dopaminérgicas. De hecho, los machos con
silenciamiento dopaminérgico de ACC no sobreviven mas alld del dia 10. El
silenciamiento colinérgico de ACC, en cambio, aumenta significativamente la movilidad
(Figura 51C, Tabla Suplementaria 18). Este efecto de mejoria en la movilidad del
silenciamiento colinérgico de ACC se contrapone a su tendencia a reducir la
supervivencia, observada en los ensayos de largo de vida. Ocurre algo similar respecto

al silenciamiento glial de ACC.

La sobre-expresion de ACC en neuronas dopaminérgicas y colinérgicas
disminuye significativamente la movilidad ya a 5 dias de edad (57% vs 72% y 44% vs
72%, respectivamente) (Figura 51E-G, Tabla Suplementaria 18). Este deterioro
aumenta progresivamente con la edad. Respecto a la movilidad de los individuos con
sobre-expresion del gen ACC en un contexto mutante parkin, se observé un deterioro
significativo y progresivo en todos los casos, pero de mayor grado cuando la sobre-
expresion fue realizada en las neuronas dopaminérgicas (Figura 51H). Esto ultimo
también se contrapone a lo observado en los ensayos de largo de vida para mutantes

parkin con sobre-expresiéon de ACC.

Figura 51 (pagina siguiente). Resumen de resultados de los ensayos de climbing para
el silenciamiento y sobre-expresion del gen ACC. Los graficos muestran los resultados
de los ensayos de climbing realizados a 5, 15 y 25 dias de edad, expresados en
porcentaje de moscas de cada genotipo promediando los 5 tubos y las 10 réplicas de
cada genotipo. El eje Y muestra el porcentaje de registro de climbing y el eje X muestra
los diferentes genotipos estudiados: RNAIACC= parental RNAIACC (A-D); elavGAL4-
RNAIJACC= silenciamiento pan-neuronal de ACC (A); THGAL4-RNAIACC= silenciamiento
dopaminérgico de ACC (B); chaGAL4-RNAIACC= silenciamiento colinérgico de ACC (C);
repoGAL4-RNAIACC= silenciamiento glial de ACC (D); UASACC= parental UASACC (E-G);
elavGAL4-UASACC= sobre-expresion pan-neuronal de ACC (E); THGAL4-UASACC=
sobre-expresion dopaminérgica de ACC (F); chaGAL4-UASACC= sobre-expresion
colinérgica de ACC (G); H) parkin/+=mutantes parkin; elavGAL4-UASACC,parkin= sobre-
expresion pan-neuronal de ACC en mutantes parkin; THGAL4-UASACC,parkin= sobre-
expresion dopaminérgica de ACC en mutantes parkin; chaGAL4-UASACC,parkin= sobre-
expresion colinérgica de ACC en mutantes parkin. * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001.
Las barras indican el s.e.m.
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4.2.2. El silenciamiento glial de CG10932 y su sobre-expresion neuronal causan un

deterioro de la movilidad

El silenciamiento neuronal del gen CG10932 no afecté significativamente la
movilidad de los machos (Figura 52A-C, Tabla Suplementaria 18). Su silenciamiento
glial tampoco afectéd la movilidad a edad temprana, sin embargo, si redujo
significativamente la movilidad a la edad mas avanzada de 25 dias (Figura 52D, Tabla

Suplementaria 18).

Al igual que vimos para ACC, la sobre-expresion del gen CG10932 en cualquiera
de los tipos celulares ensayados también disminuye significativamente la movilidad de
los individuos en todas las edades analizadas (Figura 52E-G, Tabla Suplementaria 18).
Finalmente, no se observd un efecto en la movilidad de la sobre-expresion del gen
CG10932 en un contexto mutante parkin (Figura 52H, Tabla Suplementaria 18). Esto
coincide con la falta de efecto de su sobre-expresion en la supervivencia de mutantes

parkin.

Figura 52 (pagina siguiente). Resumen de resultados de los ensayos de climbing para
el silenciamiento y sobre-expresion del gen CG10932. Los graficos muestran los
resultados de los ensayos de climbing realizados a 5, 15 y 25 dias de edad, expresados
en porcentaje de moscas de cada genotipo promediando los 5 tubos y las 10 réplicas
de cada genotipo. El eje Y muestra el porcentaje de registro de climbing y el eje X
muestra los diferentes genotipos estudiados: RNAICG10932= parental RNAICG10932
(A-D); elavGAL4-RNAICG10932= silenciamiento pan-neuronal de CG10932 (A);
THGAL4-RNAiICG10932= silenciamiento dopaminérgico de CG10932 (B); chaGAL4-
RNAiICG10932= silenciamiento colinérgico de CG10932 (C); repoGAL4-RNAICG10932=
silenciamiento glial de CG10932 (D); UASCG10932= parental UASCG10932 (E-G);
elavGAL4-UASCG10932= sobre-expresion pan-neuronal de CG10932 (E); THGAL4-
UASCG10932= sobre-expresiéon dopaminérgica de (CG10932 (F); chaGAL4-
UASCG10932= sobre-expresién colinérgica de CG10932 (G); H) parkin/+=mutantes
parkin; elavGAL4-UASCG10932,parkin= sobre-expresién pan-neuronal de CG10932 en
mutantes parkin; THGAL4-UASCG10932,parkin= sobre-expresion dopaminérgica de
CG10932 en mutantes parkin;, chaGAL4-UASCG10932,parkin= sobre-expresion
colinérgica de CG10932 en mutantes parkin. * p< 0,05; *** p< 0,001. Las barras indican
el s.e.m.
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5. Actualizacion del enriquecimiento en genes de neurodegeneracion 'y

neuroproteccion en nuestra lista inicial de genes candidatos

En el momento de la publicacidon de los resultados que presentamos en el
Capitulo | (Ferreiro et al., 2012), nuestro analisis mostraba que la lista de genes
candidatos a ejercer una funcidon neuroprotectora contenia un porcentaje muy
superior (5%) de genes previamente asociados de manera empirica a ND/NP al
registrado para todo el genoma (2%). Esto nos permitié concluir que nuestra lista
estaba enriquecida en este tipo de genes. Desde ese momento, debido a la cantidad y
calidad de las investigaciones cientificas sobre ND basadas en el modelo Drosophila, el
numero de genes asociados a ND ha crecido considerablemente. Por esa razén,
decidimos re-analizar el enriquecimiento funcional de nuestra lista inicial (los 633

genes con los cuales se inicié el proceso de filtrado descripto en este Capitulo).

La nueva busqueda arrojo que el nimero de genes presentes en nuestra lista y
asociados experimentalmente a ND/NP en Drosophila y/o humanos ya es mucho
mayor (32% en 2018, comparado al 5% en 2012) (Tabla Suplementaria 19).
Obviamente, el descrubimiento de nuevos genes asociados a ND/NP también resulté
en un aumento del porcentaje de genes de este tipo en el total del genoma, que ahora
representa un 5% (frente al 2% reconocido en 2012). Estos resultados nos permiten
concluir que desde que comenzamos el trabajo que ha sido el tema principal de este
Capitulo, hasta la fecha, el enriquecimiento de nuestra lista en genes con estas

funciones se ha incrementado.

Ya que formalmente la ontologia de genes no incluye un grupo funcional
definido como ND/NP, utilizamos el método empleado en el Capitulo |, haciendo un
analisis de enriguecimiento funcional no sesgado mediante diversas bases de datos
para analizar qué procesos biolégicos (BP) o grupos funcionales (FG) y qué funciones
moleculares (MF) se encontraban enriquecidas en nuestra lista de candidatos. Para
ello empleamos diversas bases de datos: GOrilla (http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/),
g:Profiler/qg:GOSt (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/), DAVID (https://david.ncifcrf.gov/) y
PANTHER (http://www.pantherdb.org/). A continuacidn resumiré los resultados
principales de estos analisis de enriquecimiento funcional (Figuras 53-54, Tabla

Suplementaria 20 y Figura Suplementaria 2).
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La Figura 53 muestra el resultado del anilisis de enriquecimiento funcional
realizado por GOrilla para MF. Este analisis muestra un enriquecimiento de nuestra
lista de candidatos en MF asociadas a la actividad oxidoreductasa, peroxidasa y
peptidasa, a la sintesis de AG y a la unidon a proteinas no plegadas, entre otras. La
Figura Suplementaria 2 muestra el resultado del andlisis de enriquecimiento funcional
realizado por GOrilla para BP,donde se destaca el enriquecimiento funcional en BP de
plegamiento de proteinas mediadas por chaperonas, homeostasis celular y reparacién
del ADN. La Tabla Suplementaria 20 muestra los valores p para éstas y otras MF y BP

enriquecidas en nuestra lista. Estos procesos se asocian a ND.

rnolecular_function

bindin antioxidant catalytic
4 activity activity
organic cyclic heterocyclic R catal.ytlc
- oxidoreductase activity, hydralase transferase .
compound compound pratein hinding A . L . lyase activity
binding binding activity acting on activity activity
a protein /
/ 0><|d0rted.:|ctaae X transferase catalytic
tetrapyrrole unfolded aacEI\:wVI Yuln peptidase activity, activity, carbon-carbon
binding protein binding g activity transferring acting on lyase activity
[PaDEELEDD acyl groups DA,
as acceptor ¥ group
Y
transferase
y peptidase activity,
. peroxidase aCF"“‘Y' transferting DMA photolyase
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¥ L-amino acid ather than Y
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Figura 53. Resultados de funciones moleculares sobre-representadas en nuestra lista de
candidatos original, obtenidos por el analisis de enriquecimiento por GOrilla. La imagen
muestra resaltado en amarillo los grupos enriquecidos significativamente en nuestra lista
de candidatos. Muchos de estos grupos se asocian a procesos de ND.

143




El anadlisis de enriquecimiento funcional empleando PANTHER (Tabla
Suplementaria 20) muestra también un enriquecimiento de nuestra lista de
candidatos en procesos asociados a ND/NP como por ejemplo, diferenciacion de
neuronas dopaminérgicas, diferenciacion de la glia, transmision colinérgica, regulacién
negativa del metabolismo de ROS, regulacidén positiva del intercambio de histonas y
procesos de modificacion de histonas como la acetilacidon y desacetilacion, respuesta a
inanicion (starvation), organizacidon de fotoreceptores, metabolismo de la dopamina,
ensamblaje de sinapsis, sintesis de neurotransmisores, autofagia, resistencia a
anestesia, aprendizaje, memoria, suefo y regulaciéon de la locomocién y ritmos

circadianos.

El analisis realizado por g:Profiler/g:GOSt (Tabla Suplementaria 20) confirma
gue nuestra lista de 633 genes candidatos estd enriquecida en procesos asociados a
enfermedades humanas relacionadas con el SN y PD, por ejemplo, temblor postural y
generalizado, deterioro mental, demencia, metabolismo anormal de mitocondrias,
neuropatia periférica, atrofia del musculo esquelético, entre otros. También reveld un
enriquecimiento en las vias KEGG de regulacién de la longevidad y de procesamiento

de proteinas en el reticulo endoplasmico.
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DISCUSION CAPITULO Ili

En las Ultimas tres décadas se han logrado muchos avances en la comprensién
de los mecanismos moleculares basicos conservados que intervienen en el origen y
desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas, en parte gracias al empleo de

modelos experimentales como Drosophila.

En este ultimo capitulo de mi tesis, investigamos la hipdtesis de que dado el
enriquecimiento en genes empiricamente asociados a ND y/o NP que habiamos
detectado en la lista de genes regulados diferencialmente en los mutantes sall de
Drosophila respecto a los WT (Capitulo 1), la lista probablemente estaria enriquecida
también en genes con funcidn neuroprotectora aun no conocida, a los cuales

definimos como "genes candidatos a neuroprotectores”.

Cuando iniciamos el analisis encontramos un 5 % de genes de nuestra lista
asociados previamente de manera empirica a ND/NP y un enriquecimiento de genes
asociados a estos procesos respecto a su representaciéon en el genoma completo de
Drosophila. Como el nimero de genes asociados experimentalmente a ND/NP
continué aumentando, decidimos re-analizar el enriquecimiento de nuestra lista y
descubrimos que ahora contiene muchos mas genes asociados empiricamente a ND y
NP que los observados hace 5 anos (32% en nuestra lista vs 5% en el genoma total de

Drosophila), tal como predecia nuestra hipétesis.

Mediante diversos criterios, seleccionamos de nuestra lista de genes
enriquecida en genes de ND/NP, tres genes candidatos a neuroprotectores para validar
in vivo, pertenecientes a la via del acetil-CoA y los AG (Figura 33). Dado que las
enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por un acortamiento significativo
del largo de vida de los individuos que las padecen y usualmente por una locomocién
deficiente, empleamos los ensayos clasicos de largo de vida y climbing para dicha
validacion. Realizamos estos ensayos en moscas transgénicas con silenciamiento o
sobre-expresion de los genes candidatos en neuronas y en la glia. Los resultados de
nuestros ensayos sugieren un posible rol neuroprotector de estos genes que discutiré

a continuacion.
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Respecto al gen ACC, observamos que su silenciamiento neuronal acorta
significativamente el largo de vida mientras que su sobre-expresidn la aumenta,
incluso en un fondo mutante para parkin (Figura 48 y Tabla 12). Esto indicaria que la
expresion de ACC en las neuronas ejerceria un rol neuroprotector aumentando la
supervivencia. Los resultados también sugieren un mecanismo opuesto y
complementario de la expresion de este gen en la glia, ya que su silenciamiento glial, a
diferencia del silenciamiento neuronal, muestra una tendencia a aumentar la
supervivencia. Las células de la glia juegan un rol activo en el flujo de los sustratos
energéticos hacia las neuronas, por lo que la regulacién de la expresion de genes del
metabolismo del acetil-CoA como el ACC en la glia también influiria en ejercer un
efecto neuroprotector en las neuronas. Sugerimos como perspectiva realizar ensayos
de largo de vida y climbing con mutantes de sobre-expresiéon glial de ACC para
complementar estos resultados y sacar mejores conclusiones. Quizas seria interesante
también observar el efecto de silenciamiento glial en mutantes parkin, esperando
encontrar un aumento en la supervivencia de estos mutantes respecto a los parkin, de
confirmarse la tendencia observada. En cuanto a la influencia de la expresion del gen
ACC en la movilidad, observamos que esta ultima se ve comprometida tanto por la
reduccion de la expresion de ACC como por su sobre-expresion (Figura 51 y Tabla 12).
Encontramos un deterioro progresivo de la movilidad de los machos a los que se les
silencid el gen ACC en neuronas dopaminérgicas o en la glia, siendo este efecto mayor
en el silenciamiento dopaminérgico. Este resultado coincide con lo ya reportado en
Drosophila de una influencia determinante de los niveles de DA en el movimiento de
tipo climbing, viéndose éste deteriorado en mutantes con niveles deficientes de DA (e;j.
Riemensperger et al., 2013). También coincide con lo reportado para enfermedades
neurodegenerativas como el PD. Nuestros resultados indicarian entonces que la
expresion de ACC en las neuronas dopaminérgicas es necesaria para mantener los
niveles de DA y asegurar un movimiento normal. Dado que la sobre-expresién de ACC
en neuronas dopaminérgicas también disminuye significativamente la movilidad y que
su sobre-expresidn en un contexto mutante parkin, deficientes en DA, acentla el
deterioro en la movilidad, nuestros resultados indicarian que no basta con expresar
ACC en la neuronas dopaminérgicas para regular el movimiento de tipo climbing, sino

gue se requiere de un balance finamente modulado de la expresidn de este gen para
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mantener los niveles de DA. Nuestros resultados también indicarian una influencia en
el movimiento de climbing de la regulacién de la expresiéon de ACC en la glia. El
silenciamiento de este gen en la glia reduce la movilidad. Quizas seria interesante
observar el efecto de la sobre-expresion glial en mutantes parkin, esperando encontrar
un aumento en la movilidad de estos mutantes respecto a los parkin. La glia cumple un
rol critico en la utilizacion de la glucosa acoplada a la transmision sinaptica excitatoria,
ya que es la encargada de captar del espacio extracelular el glutamato liberado en este
tipo de sinapsis para que la transmision del impulso nervioso pueda finalizar. También
observamos que el silenciamiento colinérgico de ACC, a diferencia del silenciamiento
dopaminérgico, aumenta significativamente la movilidad (Figura 51C, Tabla
Suplementaria 18), y que como contrapartida, la sobre-expresion de ACC en neuronas
colinérgicas disminuye significativamente la movilidad, acentuando el deterioro en la
movilidad de los mutantes parkin (Figura 51G-H, Tabla Suplementaria 18). Esto
indicaria que mantener o reducir los niveles normales de expresion de ACC en
neuronas colinérgicas es importante para regular la movilidad de tipo climbing o
mejorarla. Quizas seria interesante observar el efecto de silenciamiento colinérgico en
mutantes parkin, esperando encontrar una mejora en la movilidad de estos mutantes
respecto a los parkin. Dado que la acetilcolina secretada por las neuronas colinérgicas
ejerce principalmente un efecto excitador, nuestros resultados sugieren que reducir
los niveles de ACC podria aumentar los niveles de acetilcolina. El efecto de mejoria en
la movilidad del silenciamiento colinérgico de ACCy de deterioro de la movilidad de los
mutantes parkin por sobre-expresion de este gen se contraponen a su tendencia a
reducir la supervivencia o aumentarla, respectivamente, observada en los ensayos de
largo de vida. Esto indicaria que la expresion de ACC en neuronas colinérgicas es
importante para aumentar la supervivencia y que la reduccion de su expresion para
aumentar la movilidad. Por tanto, este gen ejerceria su accién neuroprotectora por
vias de regulacién que influyen de manera diferente en la supervivencia y movilidad, y
por un mecanismo diferente al de las neuronas dopaminérgicas. Esto es consistente
con la bibliografia. Se sabe que la PD no solo afecta a las neuronas que secretan DA,
sino también a las neuronas colinérgicas, encontrandose que los sintomas motores de
la enfermedad estdn relacionados con los sistemas dopaminérgicos y las

manifestaciones no motoras usualmente con las vias no dopaminérgicas (revisado en
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Cerda et al., 2015). En resumen, todos estos resultados son congruentes con la
hipotesis de que el gen ACC cumple una funcién neuroprotectora. Esto podria ser
investigado en mas profundidad mediante otros métodos fundamentales para estudios
de ND y NP, como por ejemplo la evaluacién de la histologia cerebral. Estos resultados
son congruentes también con el hecho de que este gen se encuentra
significativamente sub-expresado (D) en el mutante Ho16 que presenta ND histoldgica

respecto al WT16 (ver Figura 43).

Respecto al gen CG10932, observamos, coincidentemente con lo que
observamos para ACC, que tanto el silenciamiento pan-neuronal como el
dopaminérgico reducen significativamente la supervivencia y que su silenciamiento en
las neuronas colinérgicas y en la glia no afectan la supervivencia (Figura 49 A-D, Tabla
12). A diferencia de ACC, el efecto mayor en la reduccion de la supervivencia se da por
el silenciamiento dopaminérgico de CG10932. Quizas la expresion normal de este gen
tenga mayor influencia en este tipo neuronal, respecto a otros. Si bien el
silenciamiento colinérgico de CG10932 no afecta significativamente la supervivencia,
muestra una tendencia al aumento de la supervivencia (Figura 49C, Tabla 12). Esta
tendencia es opuesta a la observada para el silenciamiento colinérgico de ACC. La
sobre-expresion pan-neuronal de CG10932 no afecta la supervivencia (Figura 49E,
Tabla 12). Sin embargo, su sobre-expresion dopaminérgica reduce significativamente
la supervivencia mientras que su sobre-expresion colinérgica la aumenta (Figura 49F-
G, Tabla 12). Esto podria explicar la falta de efecto de su sobre-expresion pan-
neuronal, a causa de que la sobre-expresion de este gen en los dos subtipos
neuronales produce efectos opuestos en la supervivencia. Al contrario de lo observado
con la sobre-expresiéon de ACC, no observamos efectos de la sobre-expresiéon de
CG10932 en fondo mutante para parkin (Figura 49H, Tabla 12). En resumen, nuestros
resultados indican que la regulacidon de la expresion colinérgica de CG10932 podria
tener un efecto neuroprotector de aumento de la supervivencia en condiciones
normales, pero no de mejoria cuando ya existe ND. En cuanto a la influencia del gen
CG10932 en la movilidad, se observd que Unicamente el silenciamiento glial parece
tener un leve efecto de deterioro de la movilidad y solo a una edad avanzada (Figura

52A-D, Tabla 12). Al igual que vimos para ACC, la sobre-expresién del gen CG10932 en
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cualquiera de los tipos celulares ensayados también disminuye significativamente la
movilidad de los individuos en todas las edades analizadas (Figura 52E-G, Tabla 12).
Finalmente, no se observé un efecto en la movilidad de la sobre-expresion del gen
CG10932 en un contexto mutante parkin (Figura 52H, Tabla 12). Esto coincide con la
falta de efecto de su sobre-expresién en la supervivencia de mutantes parkin y es
contrario a lo observado en los mutantes parkin con sobre-expresion de ACC quienes
ven aun mas afectada su movilidad respecto a los mutantes parkin. Estos resultados
indicarian que es importante para regular el movimiento de tipo climbing no aumentar
los niveles de expresion normales de CG10932, principalmente en las neuronas
dopaminérgicas. Si asociamos estos resultados a los de ensayo de largo de vida,
sugieren un efecto neuroprotector de CG10932 mediado por la disminucidon de su
expresion en neuronas colinérgicas. Este resultado coincide con lo observado para el

silenciamiento de este gen en ratones como mencionaré mas adelante.

Finalmente, respecto al gen CG4586, observamos que la reduccion de su
expresion en las neuronas dopaminérgicas y la glia reducen significativamente la
supervivencia (Figura 50A-C, Tabla 12). En cambio, su silenciamiento colinérgico
aumenta significativamente la supervivencia (Figura 50D, Tabla 12). Esto coincide con
las diferencias y tendencias observadas para el silenciamiento del gen CG10932. Esta
coincidencia no es casual y podria explicarse por el hecho de que a diferencia de ACC
gue actud en el proceso de sintesis de AG en el citosol, ambos genes actuan en el
proceso de B-oxidacion de lipidos en la mitocondria y se expresan en los mismos
tejidos. Dado que el proceso de B-oxidacidn de lipidos en la mitocondria se asocia a la
generaciéon de ROS intimamente ligadas a ND, el silenciamiento de estos dos genes
podria estar ejerciendo un efecto neuroprotector asociado a la reduccién de la

produccién de ROS mitocondrial.

149



Tabla 12. Resumen de resultados de largo de vida y climbing de ACC, CG10932 y CG4586
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Genes de la via del Acetil-CoA y los lipidos como potenciales neuroprotectores

Abordar una estrategia de "gen candidato" como la que empleé en este
capitulo, considerando como prioritarios a validar in vivo genes pertenecientes a una
misma via funcional o que intervienen en un mismo proceso bioldgico, es una opcién
gue puede resultar mas informativa respecto a la seleccién de genes aislados. Esto es
debido a que las enfermedades neurodegenerativas usualmente son debidas a
interacciones génicas complejas, muchas veces entre genes asociados a una misma
funcidn bioldgica o funciones bioldgicas estrechamente relacionadas (revisado en

Ramanan & Saykin, 2013).

La eleccién de genes asociados al metabolismo del acetil- CoA resulta muy
interesante en el contexto de las enfermedades neurodegenerativas, tal como se
registra de manera cada vez mas frecuente en la literatura cientifica. A continuacién,
presentaré algunas evidencias ya confirmadas de una relacién entre el metabolismo
del acetil-CoA y ND que encuentro interesante mencionar en esta discusion como

fundamento de apoyo a nuestros criterios de seleccién.

El cerebro es uno de los érganos que consume mas energia resultante de la via
del acetil-CoA, empleando fundamentalmente la glucosa como fuente de ATP
(revisado en Cermenati et al., 2015). El metabolismo oxidativo es aproximadamente 10
veces mas activo en el cerebro respecto a otros tejidos, llegando a consumir cerca del
20% del oxigeno y la glucosa disponible en condiciones normales (Szutowicz et al.,
2014). La actividad andmala de proteinas implicadas en la sintesis de ATP desacopla la
cadena de transporte electrénico con la fosforilacion oxidativa y genera mas ROS. La
sobreproduccion de ROS por las mitocondrias disfuncionales como las halladas en
varios tipos de ND puede causar dafo oxidativo en las células produciendo
alteraciones en sus funciones bioquimicas y fisioldgicas y alterar los perfiles de la
expresion genética llevando a las células a la apoptosis. Muchos subtipos celulares del
cerebro presentan diferencias en el metabolismo del acetil-CoA y acumulacion de
lipidos, lo que podria determinar su susceptibilidad o no al desarrollo de ND (e.j:
Szutowicz et al, 2014; Aoun & Tiranti, 2015; Liu et al., 2015). Por ejemplo, Liu y
colaboradores sugieren que el aumento de la sintesis de AG y/o su acumulacion

excesiva en el citoplasma de la glia combinados con un aumento de los niveles de ROS
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debido a fallas mitocondriales, aumenta la tasa de peroxidacion de AG promoviendo
ND en Drosophila y ratones (Liu et al., 2015). Las neuronas colinérgicas que emplean
directamente al acetil-CoA para la generacidon del neurotransmisor acetilcolina y
compiten por este metabolito con el metabolismo energético mitocondrial,
generalmente son las mas suceptibles a sufrir ND. Coincidentemente nuestros
resultados muestran que la variacion de los niveles de expresion de los tres genes
candidatos en las neuronas colinérgicas seria de gran importancia para determinar un

aumento de la supervivencia y la movilidad ejerciendo efectos neuroprotectores.

La falta o falla en algunas enzimas asociadas al metabolismo de los lipidos,
directamente dependiente de los niveles de acetil-CoA, también ha sido asociada a
varias enfermedades neurometabdlicas como por ejemplo la enfermedad de Niemann-
Pick, la de Tay Sachs o el Sindrome de Zellweger (revisado en Sivachenko et al., 2016).
En linea con esta idea, han surgido varias publicaciones en los ultimos 10 afios
vinculando variaciones en los niveles de acetil-CoA, acetilacidn de histonas y regulacién
del metabolismo de los lipidos con la longevidad y enfermedades asociadas a la edad,
entre ellas las ND. Estd reportado que enfermedades como AD y PD presentan
alteraciones en el metabolismo del acetil-CoA, la regulacién epigenética de la
transcripcion mediante el balance entre la acetilacién y la desacetilacién de histonas
(revisado en Lardenoije et al., 2015) y la regulacion de los lipidos (revisado en Sertbas
et al., 2014; Cermenati et al., 2015; Colombelli et al., 2015). Por ejemplo, se ha
reportado una disminucion de la acetilacién de histonas en el I6bulo temporal de
pacientes con AD y en modelos animales de AD (Graff et al., 2011; Zhang et al., 2012).
Previamente ya se habia determinado que el nivel de ciertas HDACs en el hipocampo
de ratones era significativamente mayor en aquellos con AD (Kim et al., 2006; Ding et
al., 2008). Estos y otros trabajos dieron pie a la publicacion de varios trabajos
apoyando el uso de inhibidores de HADCs para el tratamiento de ND (revisado en
Lardenoije et al., 2015). Esto implicaria en definitiva un aumento en la acetilacién de
histonas en ciertos genes, directamente dependiente de los niveles de acetil-CoA,
como mecanismo neuroprotector. Por ejemplo, la inhibicién de la principal HADC del
tipo sirtuina cerebral SIRT2 ejerce un efecto neuroprotector en modelos de Drosophila

para PD y HD (revisado en Morris et al., 2013). Por el contrario, otras publicaciones
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sugieren una accidn neuroprotectora de la expresion de ciertas HDACs, lo que
implicaria en definitiva una reduccion en la acetilaciéon de histonas en otros genes
como mecanismo neuroprotector. Por ejemplo, Julien y colaboradores mostraron que
los niveles de SIRT1 se encuentran reducidos en pacientes con AD (Julien et al., 2009).
Los efectos neuroprotectores de SIRT1 fueron posteriormente confirmados en
diferentes modelos bioldgicos y para diferentes ND como AD, PD, HD o ALS, entre

otras (revisado en Poulose & Raju, 2015).

A pesar de estas evidencias sobre la relacién de la acetilacion con procesos de
ND y NP, no existen hasta el momento muchas publicaciones que vinculen de manera
directa los genes relacionados con el metabolismo del acetil-CoA con procesos de ND y
NP. Un ejemplo, es el trabajo de Bosveld y colaboradores, quienes demostraron que en
Drosophila el silenciamiento de los genes dPANK/fbl y dPPAT-DPCK, asociados a CoA,
ciclo de Krebs y sintesis de AG, genera una degeneracion llamada ND Asociada a
Pantotenato Kinasa (PKAN) (Bosveld et al., 2008). Estos mutantes tienen deficiencias
progresivas en la locomocion y presentan alteraciones en el balance de AG (revisado
en Colombelli et al., 2015). Otro ejemplo, es el trabajo de Sivachenko y colaboradores
guienes describieron que la falta de funcidon de la enzima Acetil-CoA sintatasa en
Drosophila altera el metabolismo de los AG in vivo, generando ND en neuronasy en la

glia que lleva a la lisis celular en ciertas areas del cerebro (Sivachenko et al., 2016).

1. La Acetil-CoA-carboxilasa, ACC, como potencial neuroprotector

Nuestros resultados de los ensayos in vivo apoyan un rol neuroprotector de
ACC en Drosophila actuando en diversos grupos neuronales y en la glia para mejorar la
supervivencia y la movilidad. Un trabajo reciente sugiere una vinculacién de su gen
homoélogo en vertebrados, el gen ACC1, con ND y NP. Cai y colaboradores sugieren un

potencial rol neuroprotector en neuronas de ratones en cultivo (Cai et al., 2016).

El aumento que observamos en la supervivencia dado por la expresion de ACC
puede explicarse por un aumento de la autofagia. Como mencioné anteriormente, ACC
toma acetil-CoA del medio citosélico para generar malonil-CoA (Figura 54). Esto reduce
los niveles de este metabolito en el citosol. Se sabe que la baja de los niveles de acetil-

CoA en este compartimento celular causa desacetilacién de histonas, estimulando la
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autofagia y extendiendo el largo de vida y que su baja en la mitocondria da el efecto
opuesto (Eisenberg et al., 2014; Marino et al., 2014; Galluzzi et al., 2015). Una
disminucion de la acetilacién de histonas debido a una baja en las concentraciones de
acetil-CoA nucleocitosélico, disminuirad la actividad de ACC, elevando los niveles de
acetil-CoA para restaurar el balance en la acetilacion de proteinas y la regulacion
génica (Zhang et al., 2013). Dado que la hipoacetilacién de histonas esta asociada a ND
y entre otras consecuencias reduce los niveles de ACC, este gen podria ejercer una

funcién neuroprotectora, por intermedio de la regulacion de la acetilacién de histonas.
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Figura 54. Resumen del lugar que ocupan las enzimas codificadas por los genes
candidatos a neuroprotectores ACC y CG10932 en el metabolismo del acetil-CoA
y los lipidos (AG). La imagen muestra el resumen de las vias de sintesis de AG
(lipogénesis), degradacion de AG (R-oxidacidn) y el metabolismo del acetil-CoA en
los compartimentos celulares del citosol, las mitocondrias y el nicleo (donde
también se muestra el proceso de acetilacién de histonas). Se resalta en verde la
ubicacién citoldgica y el proceso donde intervienen las enzimas codificadas por
ACC y CG10932. Imagen adaptada de
https://www.researchgate.net/figure/Acetyl-CoA-synthesis-and-metabolism).

El efecto neuroprotector dado por la expresidn de ACC sugerido por nuestros
experimentos podria también explicarse por una reduccidon del estrés oxidativo,

proceso estrechamente vinculado a la ND (ver Discusiéon Capitulo 1). Bailey vy
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colaboradores mostraron que el silenciamiento de ACC en un nicho de células madre
de Drosophila reducia a la mitad la induccion de "gotas de lipidos" que se forman en
condiciones de estrés oxidativo para proteger la glia y los neuroblastos de la
peroxidacién (Bailey et al.,, 2015). Este efecto neuroprotector de ACC también podria
explicarse por su participacién en la regulacion del trafico de vesiculas y lisosomas,
cuyas fallas se asocian estrechamente a procesos de ND (ver Discusion Capitulo Il;
revisado en Bourdenx et al., 2017). Sasamura y colaboradores mostraron que
mutantes de Drosophila con falta de funcién en ACC presentaban defectos en el trafico
de endosomas (Sasamura et al.,, 2013). Finalmente, el efecto neuroprotector de ACC
podria explicarse por una regulacidén del sistema inmune estrechamente vinculado a
apoptosis y ND (ver Discusion del Capitulo I; revisién en Cantera & Barrio, 2015). Dos
trabajos vinculan al gen homdlogo humano ACC1 con la regulacién del sistema inmune
(Lee et al., 2014; Handu et al., 2015), por lo que se podria analizar si las variaciones de
los niveles de expresion de ACC producen efectos en el sistema inmune de Drosophila

con consecuencias que generen ND o NP.

Coincidentemente con nuestros resultados, algunos trabajos publicados en los
ultimos afios sugieren una vinculacion del gen ACC con el largo de vida en Drosophila y
vertebrados, principalmente en estrecha asociaciéon con variaciones en el aporte de
nutrientes (ej. Katewa et al., 2012). ACC es un gen regulado por sefiales nutricionales,
encontrdndose por ejemplo sobre-expresado en larvas normales de Drosophila en
presencia de azlcar, para promover la sintesis de AG como forma de almacenamiento
de glucosa y supervivencia frente a posibles situaciones como la inanicidn (Zinke et al.,
2002). Katewa y colaboradores demostraron que en Drosophila, el silenciamiento del
gen ACC reducia en mas de un 50% la extensién del largo de vida lograda por
restriccion caldrica y que reducia significativamente en mas de un 20% la mayor
resistencia a estrés frente a la inanicién, el frio o el estrés oxidativo inducido por
paraquato asociada a este régimen nutricional (Katewa et al., 2012). Estos mismos
autores observaron posteriormente que la sobre-expresion del gen del reloj timeless
en Drosophila aumentaba el largo de vida y mediaba los cambios observados en este
parametro bajo régimen de restriccidon caldrica, pero que su co-expresiéon junto con el

ARNi de ACC impedia este aumento de la supervivencia (Katewa et al., 2016).
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ACC podria ejercer un rol neuroprotector que se refleje mas alla del aumento
de la supervivencia que observamos en nuestros experimentos y que
complementaremos con andlisis histolégicos para observar si existen fenotipos
neuronales clasicos de ND asociados al silenciamiento de ACC y mejora de estos
fenotipos por sobre-expresiéon del gen. Raina y colaboradores mostraron que la
reduccion del colesterol activa a ACC y promueve la sintesis de AG que actlan como
precursores de las neuritas en células serotonérgicas en cultivo de ratén (Raina et al.,
2013). Quizas seria interesante silenciar y sobre-expresar a ACC en neuronas
serotoninérgicas para observar si existen efectos histoldgicos en las proyecciones

neuronales.

2. La Acetil-CoA-acetiltransferasa, codificada por C€G10932, como potencial

neuroprotector

Nuestros resultados de los ensayos in vivo apoyan un rol neuroprotector
fundamentalmente de la regulacion de la Acetil-CoA-acetiltransferasa codificada por el
gen CG10932, actuando principalmente en neuronas colinérgicas para mejorar la
supervivencia y la movilidad. Como mencioné anteriormente, esta enzima interviene
en la regulacion de los niveles de AG y acetil-CoA principalmente en las mitocondrias,
aumentando los niveles de acetil-CoA y de ROS (Figura 54). Estos procesos son
ampliamente asociados a fendmenos de envejecimiento y sus enfermedades
relacionadas. Es entonces coherente con que su silenciamiento especifico reduzca los
niveles de acetil-CoA mitocondrial y ROS en tipos neuronales especificos de gran gasto
energético, aumentando asi la supervivencia y la movilidad. El efecto neuroprotector
de la reduccidn de la expresion de CG10932 sugerido por nuestros resultados podria
ser posteriormente investigado en mas profundidad mediante otros métodos. Estos
resultados son congruentes con el hecho de que este gen se encuentra
significativamente sobre-expresado (U) en el mutante Ho16 de ND respecto al WT16
(ver Figura 42) y significativamente sub-expresado en el Hol7 respecto al Hol6 (ver

Resultados Capitulo ).

Approcher et al., sugieren una posible vinculacién del gen CG10932 con ND, en

un modelo de ND causada por expresién de Tau humana en moscas (Approcher et al.,
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2014). Estos autores encontraron que la sub-expresién del gen CG10932 potenciaba la
toxicidad mediada por la expresidon transgénica de Tau humano en moscas,
aumentando la formacién de agregados proteicos. Estos hallazgos coinciden con
nuestros resultados, ya que estos autores emplearon el silenciamiento pan-neuronal
mediado por el driver elav-GAL4, que en nuestros resultados muestra una tendencia a
reducir la supervivencia y un efecto negativo en la movilidad, al igual que el
silenciamiento dopaminérgico. En esta publicacién no se analizd el efecto del
silenciamiento especifico de CG10932 en neuronas colinérgicas que de acuerdo a
nuestros resultados tiene un efecto neuroprotector aumentando la supervivencia y no

afectando la movilidad.

La posible vinculacién de CG10932 con NP ha sido reportada para su homdlogo
en ratdn ACATI1. Experimentos in vitro demostraron que el bloqueo farmacoldgico de
ACAT1 reducia la formacion de placas R-amiloides en células (Bhattacharyya et al.,
2013; Murphy et al., 2013). Esto indica un potencial de NP mediante el bloqueo de
ACAT1 en ratones, pero el mecanismo y consecuencias no eran del todo claras.
Shibuya y colaboradores mas recientemente mostraron que el silenciamiento del gen
ACAT1 de ratones en cultivos de microglia e in vivo aumentaba la fagocitosis y
degradacion lisosomal de péptidos amiloides caracteristicos del AD y estimulaba la
formacion de autofagosomas y la protedlisis lisosomal (Shibuya et al., 2014). Estos
autores sugieren que el bloqueo de ACAT1 podria ejercer NP en otras enfermedades
de ND ademas de en AD, ya que muchas de ellas también presentan alteraciones en el
plegado de proteinas y acumulacién de agregados proteicos en el SNC. Ambos trabajos
refuerzan nuestras observaciones que sugieren una funcién NP de la disminucién de la
expresion de CG10932 y sugeririan un rol de CG10932 conservado entre Drosophila y

ratones, que quizas en un futuro sea también confirmado en humanos.

3. La Acetil-CoA-oxidasa, codificada por CG4586, como potencial neuroprotector

Nuestros resultados de los ensayos de largo de vida para el silenciamiento del
gen candidato a neuroprotector CG4586 (Figura 50 y Tabla 12) muestran que su
reduccion de expresion en la mayoria de los tipos celulares analizados acorta

significativamente el largo de vida. En cambio, su silenciamiento en neuronas
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colinérgicas podria tener un efecto neuroprotector aumentando la supervivencia. Esto
podria validarse in vivo en un futuro mediante sobre-expresion en ensayos de largo de
vida y climbing, tal como hicimos para ACCy CG10932, y fundamentalmente mediante

métodos histologicos.

La escasa literatura existente sobre este gen no contiene indicios directos o
indirectos de una posible vinculacion con ND o NP. Resulta muy interesante entonces,
indagar acerca de los genes de Drosophila con los que CG4586 interactia. Segun
Flybase, CG4586 interactua con el gen CG3511. En humanos este gen se llama PPWD1,
interviene entre otros procesos en el plegado de proteinas, se expresa
abundantemente en el SNC y sus mutaciones mejoran ciertas tautopatias (Butzlaff et

al., 2015).

El gen homdlogo de CG4586 en humanos es el ACOX1 (acyl-Coenzyme A oxidase
1, palmitoyl). Un trabajo publicado en 2012 (Chen & Burgoyne, 2012) analiza la
potencial importancia de esta enzima que se expresa en los peroxisomas y la relaciona
con una enfermedad denominada deficiencia de Acyl-CoA oxidasa peroxisomal (OMIM
#609751) que se caracteriza entre otras cosas por un rango amplio y variable de

problemas neuroldgicos.

4. Perspectivas generales para completar la caracterizacion de una potencial funcion

neuroprotectora de los tres genes candidatos

Construccion de transgénicos de sobre-expresion de CG4586: Construiré lineas
transgénicas UAS-CG4586 mediante métodos estandar para analizar el efecto de la
sobre-expresion de este gen en el largo de vida, locomocion, etc., al igual que hemos

realizado para los transgénicos de sobre-expresion de UAS-ACCy UAS-CG10932.

Histologia cerebral: Los procesos neurodegenerativos afectan en distinto grado
la histologia del tejido nervioso. El estudio histoldgico por tanto, es importante para la
caracterizacion de un fenotipo de ND y para detectar una eventual mejoria por
mecanismos de NP. Algunos fenotipos neurodegenerativos son evidenciados por la
presencia de vacuolas en el cerebro, detectadas incluso sin tinciones especificas.

Analizaré cerebros completos y/o cortes de cerebros de hembras virgenes jovenes (5
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dias de edad) y de edad avanzada (25-30 dias de edad) de los transgénicos de
silenciamiento de los tres genes candidatos y de sus transgénicos de sobre-expresion

en un contexto de ND mutante para parkin.

Ensayos de largo de vida en transgénicos de sobre-expresion glial de los genes
ACC y CG10932, y de los nuevos transgénicos de sobre-expresiéon del gen CG4586 y
sus controles correspondientes, empleando la misma metodologia mencionada

anteriormente.

Ensayos de locomocion (climbing) de transgénicos de sobre-expresion glial de
los genes ACCy CG10932, y de los de los nuevos transgénicos de sobre-expresion del
gen CG4586 y sus controles correspondientes, empleando los mismos protocolos

mencionados anteriormente.

Evaluacion de pardametros biologicos asociados a variaciones en el
metabolismo del acetil-CoA y lipidos en condiciones de ND por mutacion en parkin y
NP por variaciones de expresidon de los genes candidatos en un contexto genémico
mutante para parkin: Analizaré si en condiciones de ND (mutacidn en parkin) ciertos
parametros asociados al metabolismo de acetil-CoA vy los lipidos estan alterados y si en
nuestras moscas transgénicas para los tres genes candidatos estos pardmetros son
similares a los de moscas control. Para ello extraeré muestras de cerebro y cuerpo
graso de larvas de todos los genotipos de interés. Cuantificaré los niveles de: acetil-
CoA mediante HPLC o colorimetria, segun protocolos revisados en Tsuchiya et al.,
2014; los niveles de lipidos (AG) siguiendo el protocolo publicado en JOVE (Hazegh &
Reis, 2016) que asocia la densidad de flotacidn de larvas en un gradiente creciente de
sucrosa con la proporcidn de lipidos; los niveles de ROS (H,0,) mediante métodos
fluorométricos publicados en Rahman et al, 2014, aislando mitocondrias por
centrifugacidn y midiendo el incremento de fluorescencia (excitacion 312 nm/ emision
420 nm) resultado de la oxidacién del acido homovanillico por accion del H,0, en
presencia de fluoréforo y los niveles de histona H3 acetilada mediante ensayos
fluorométricos con kits comerciales (ej. ab131561—Histone H3 Total Acetylation

Detection Fast Kit).
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Identificacion de otros genes del metabolismo del acetil-CoA vy los lipidos con
potencial rol NP: Analizaré la lista original de 633 genes candidatos (Ferreiro et al.,
2012) en busca de otros genes del metabolismo del acetil-CoA y los lipidos. Revisaré
sus perfiles de expresidn en la bibliografia disponible sobre datos de secuenciacién de
mutantes de ND (ej: parkin) y de dietas modificadas (ej: ayuno, aporte moderado de

AG).
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CONCLUSIONES GENERALES DE LA TESIS
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RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES PRINCIPALES DE LA TESIS

El objetivo general de esta tesis era identificar genes con potencial
neuroprotector usando como modelo el caso excepcional de ND reversible que

ofrecen los mutantes nulos para los genes sall de Drosophila (Cantera et al., 2002).

En el Capitulo | de la tesis presento el uso de secuenciacion mRNA-Seq para
investigar la hipotesis de que el transcriptoma del mutante sall estaria enriquecido en
genes asociados a ND en el estadiol6 y que estaria enriquecido en genes de NP en el
estadio 17. El objetivo general acorde a esta hipdtesis era identificar genes que por
estar significativamente sub- o sobre-expresados en el mutante sall en estas etapas
embrionarias podrian ser definidos como potencialmente importantes para la NP.
Como conclusion, nuestro analisis logré identificar 633 genes con ese potencial.

Ademas, logrdé validar el modelo de ND reversible planteado por Cantera y cols. (2002).

Uno de los genes identificados como asociado a ND es w. Este gen es
ampliamente empleado para muchos experimentos y entre otras cosas, una de sus
mutaciones es usada como genotipo para la construccién de casi todas las moscas
transgénicas disponibles. Nuestros datos, combinados con los aportados por otros
grupos, nos llevd a plantearnos la hipétesis estudiada en el Capitulo Il, de que los
mutantes nulos para el gen w sufren ND. Nuestro objetivo fue por tanto estudiar en
detalle el estado de ND de estos mutantes mediante ensayos de largo de vida,
locomocion e histologia. Como conclusidn, nuestro analisis mostré que estos mutantes
presentan una grave degeneracidon retinal progresiva que parece ser al menos
parcialmente revertida por la expresion del gen mini-w’. Este trabajo interpela
directamente a los grupos de investigacion para que no utilicen cepas mutantes w

como controles en experimentos de ND o NP.

Finalmente, en el Capitulo Il de esta tesis investigamos la hipoétesis de que la
lista de genes regulados diferencialmente en los mutantes sall (Capitulo 1), la cual
presenta un enriquecimiento en genes empiricamente asociados a ND y/o NP,
presentaria también un enriquecimiento en otros genes con funcidon neuroprotectora
aun no conocida, denominados "genes candidatos a NP”. El objetivo general de este

capitulo fue seleccionar un nimero restringido de genes para estudiar la posibilidad de
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una funcidn neuroprotectora. Seleccionamos tres genes pertenecientes al
metabolismo del acetil-CoA (ACC, CG4586 y CG10932) que se expresan en el SNC de
Drosophila y humanos y no habian sido directamente vinculados con ND y/o NP. Como
conclusion, nuestros experimentos muestran que tanto ACC como CG10932 tienen
muy probablemente un rol neuroprotector. Los ensayos de largo de vida para el
silenciamiento del gen CG4586 también sugieren un posible rol neuroprotector para
este gen. Deberemos realizar los ensayos de largo de vida para la sobre-expresion de

este gen y los ensayos de climbing antes de sacar mas conclusiones al respecto.

Se plantea un plan de trabajo para futuras investigaciones entre las que se
incluye el analisis histolégico de cerebros de moscas adultas de todos los genotipos
transgénicos empleados en los ensayos in vivo, con el fin de terminar de validar una

eventual funcidn NP de estos genes del metabolismo del acetil-CoA.

Dado que los genes candidatos de Drosophila analizados en este ultimo capitulo
de la tesis presentan genes homdlogos en humanos aun no asociados de manera
experimental a ND y NP, los resultados de esta tesis permitirian sugerir la exploraciéon
de un posible rol neuroprotector de estos genes también en humanos y en un futuro

podrian contribuir a una mejor comprension de los mecanismos de ND y NP.
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