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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa con mayor
prevalencia y aun no tiene cura ni tratamiento efectivo, lo que vuelve esencial explorar
mecanismos de neuroproteccion mediante modelos como los mutantes de Drosophila para
el gen parkina, homologo al gen humano PARKZ2, que exhiben un fenotipo de
neurodegeneracion bien caracterizado: reduccion del numero de neuronas dopaminérgicas,
bajos niveles de dopamina, menor sobrevida y defectos motores. A través del analisis
transcriptomico de un caso excepcional de neurodegeneracion reversible en Drosophila,
nuestro grupo identificé al gen pretaporter como candidato a neuroprotector. Aqui,
exploramos la hipotesis de que la pérdida de funcion de pretaporter, homologo al gen
humano TXNDCS, ejerce una funcidn neuroprotectora en mutantes parkina. Esta maestria
incluyd la construccion de mutantes dobles pretaporter-parkina siguiendo un disefio de
cruzamientos genéticos, la determinacion de la expresion de Pretaporter en neuronas
dopaminérgicas PPL1 de moscas adultas wild-type por inmunohistoquimica y microscopia
confocal, la cuantificacion comparativa de neuronas PPL1 en los mutantes dobles, parkina 'y
controles mediante la misma técnica y de los niveles de metabolitos de la dopamina por
cromatografia liquida de alta eficacia, analisis de sobrevida y de habilidad motora.
Reportamos que Pretaporter se expresa en neuronas PPL1 de individuos wild-type y que la
ausencia de pretaporter en un contexto parkina protege contra la pérdida de neuronas PPL1,
genera una tendencia al aumento de los metabolitos de la dopamina, aumenta la sobrevida
en machos y hembras y protege contra la disminucién de la habilidad motora en hembras.
Proponemos que la ausencia de Pretaporter podria mitigar la muerte neuronal mediada por
Draper, que Pretaporter podria ser un regulador negativo de la mitofagia y que podria estar
involucrado en la regulacion de la dopamina. En conclusion, este estudio asocia por primera

vez a pretaporter con la neuroproteccion en un contexto de neurodegeneracion parkina.



ABSTRACT

Parkinson's Disease, the second most prevalent neurodegenerative disease, has still no cure
or effective treatment, making essential to explore mechanisms of neuroprotection through
models such as Drosophila mutants for the gene parkin, homologous to human's PARK?2,
which exhibit a well-characterized neurodegeneration phenotype: loss of dopaminergic
neurons, lower dopamine levels, shortened lifespan and motor defects. Through the
transcriptomic analysis of an exceptional case of reversible neurodegeneration in Drosophila
our group identified pretaporter as a neuroprotective candidate gene. Here, we explore the
hypothesis that the loss-of-function of pretaporter, homologous to human's TXNDCS5, exerts
neuroprotection in parkin mutants. This master's thesis included the construction of
pretaporter-parkin double mutants following predesigned genetic crosses, determination of
the expression of Pretaporter in PPL1 dopaminergic neurons of adult wild-type flies by
immunohistochemistry and confocal microscopy, quantification of brain PPL1 neurons in
double mutants compared to parkin and controls also by immunohistochemistry and confocal
microscopy, quantification of dopamine metabolites levels by high-performance liquid
chromatography, evaluation of lifespan and motor ability. Here we report that Pretaporter is
expressed in PPL1 dopaminergic neurons of wild-type individuals and that pretaporter loss-
of-function ameliorates the parkin mutants’ phenotype, protecting against the loss of
dopaminergic PPL1 neurons, showing a tendency to the increase of dopamine metabolites,
extending lifespan greatly in males and females and protecting against the motor ability decay
in the case of females. We propose that the loss-of-function of Pretaporter in this context
could mitigate neuronal death mediated by the positive regulation of Draper, and that
Pretaporter could have a function as a negative regulator of mitophagy and be involved in
the regulation pathway of dopamine. To conclude, this study associates pretaporter with

neuroprotection in a parkin mutant context for the first time.

10



1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas representan un gran problema para la salud
humana, afectando a personas de avanzada edad a nivel personal, familiar, social y

economico (United Nations, 2015).

De los diferentes tipos de enfermedades neurodegenerativas , la enfermedad de Alzheimer
y la enfermedad de Parkinson (EP) son las formas mas comunes, afectando, en Estados
Unidos, a 6 millones y 1 millén de personas, respectivamente (Hussain et al., 2018; Marras
et al.,, 2018; Rajan etal.,, 2021). En Uruguay, de acuerdo con cifras publicadas por el
Ministerio de Salud Publica, actualmente hay aproximadamente 50000 personas que
padecen la enfermedad de Alzheimer y 6000 personas afectadas por la EP (Ministerio de
Salud Publica, 2022, a; Ministerio de Salud Publica, 2022, b). A su vez, las tendencias
demograficas indican que existira un crecimiento importante de la poblacion envejecida en
casi todos los paises en las proximas décadas y con ello, aumentara considerablemente la
incidencia de estas patologias (United Nations, 2015). El relevamiento mas reciente muestra
que Uruguay es uno de los paises mas envejecidos del contexto latinoamericano, a la par
de Cuba, con un indice de envejecimiento en constante incremento, una tasa global de
fecundidad de 1,98 hijos por mujer, situada por debajo del nivel de reemplazo poblacional y
feminizacion del sector envejecido (Comision Econdmica para América Latina y el Caribe,
2017). Las enfermedades neurodegenerativas afectan, ademas de a las personas que las
padecen, a sus cuidadores, en su mayoria mujeres, quienes también experimentan una

carga fisica y emocional y actuan generalmente desde la informalidad, tanto en el contexto
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internacional como en nuestro pais (Batthyany et al., 2013; Brady, 2017; Carod-Artal et al.,

2013; Tan et al., 2012).

Desde el punto de vista bioldgico, las enfermedades neurodegenerativas son un grupo de
patologias caracterizadas por la degeneracion progresiva y hasta ahora irreversible de la
estructura y la funcion del tejido nervioso central y/o periférico, generando la pérdida de
grupos especificos de neuronas, lo que se traduce en una variedad de manifestaciones

clinicas (Agrawal & Biswas, 2015; Hussain et al., 2018).

A pesar de esta gran heterogeneidad de manifestaciones, las enfermedades
neurodegenerativas comparten mecanismos multifactoriales de aparicién y mantenimiento
debidos a: 1) defectos en procesos intracelulares como la apoptosis, la autofagia, la
funcion mitocondrial, la homeostasis de proteinas a través del sistema ubiquitina-
proteasoma; 2) defectos en mecanismos que involucran el ambiente tisular local como
la adhesién celular, la neurotransmisién, la aparicion de priones y factores transmisibles; 3)
cambios en el ambiente sistémico como lo es la inflamacion, defectos en el sistema
inmune, cambios enddcrinos y/o en el metabolismo lipidico, cambios en el sistema vascular
y 4) cambios en procesos relacionados al desarrollo y al envejecimiento como el
acortamiento de secuencias teloméricas, defectos en la sefializacion y transporte de factores
neurotréficos, asi como también mutaciones en los genes que los codifican y cambios
epigenéticos (Ramanan & Saykin, 2013). La mayoria de estos mecanismos se encuentran
conservados entre humanos y otros organismos, como la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster (Bolus et al., 2020). No existe al momento cura o tratamiento efectivo para las
enfermedades neurodegenerativas, volviendo indispensable explorar nuevos mecanismos

de “neuroproteccidon”, definida como el conjunto de procesos que previenen, mitigan o
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retrasan los procesos neurodegenerativos (Przedborski et al., 2003) y que también se

encuentran conservados en humanos y Drosophila.
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1.2. Drosophila como modelo de estudio de procesos neurodegenerativos

Drosophila melanogaster, también llamada mosca del vinagre o mosca de la fruta, es un
artrépodo diptero, cosmopolita, perteneciente a la familia Drosophilidae y adoptada como
modelo animal de experimentacion por Thomas Morgan a principios del siglo XX, quien
demostré la existencia de genes, su ubicacion en los cromosomas y su papel en la herencia,
obteniendo el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1933

(https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1933/morgan/facts/).

Drosophila es un organismo modelo que ofrece multiples ventajas en comparacion con otros
animales utilizados en experimentacion. En primer lugar, su ciclo de vida es breve y consta
de cuatro etapas facilmente identificables: embrion, larva (con tres subetapas: L1, L2 y L3),
pupa y adulto (Figura 1) (Ashburner & Thompson, 1978). A una temperatura de 25°C, el
ciclo de vida total dura aproximadamente 10 dias (Figura 1). Adicionalmente, el largo de
vida (en la etapa adulta) es relativamente corto, con una duracion de aproximadamente 80
dias en moscas de genotipo salvaje bajo condiciones de laboratorio estandar, variando en
relacion a factores como la temperatura, el estrés y la dieta (Staats et al., 2018). Estas
caracteristicas permiten llevar a cabo experimentos de forma rapida y obtener resultados a
corto plazo, incluso tratandose de estudios sobre procesos degenerativos, por naturaleza

progresivos, donde el envejecimiento es un factor clave (McGurk et al., 2015).
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Figura 1. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster a 25°C. Comienza con la fecundacion del huevo,
seguido de la formacion del embrion. El desarrollo embrionario ocurre en tan solo 24 horas y culmina con la
eclosién de la larva del huevo. Durante el desarrollo postembrionario, la larva crece y atraviesa tres subestadios
de desarrollo (L1, L2, L3) mediante mudas sucesivas. Luego, hacia el final del tercer subestadio (L3), la larva
cesa su alimentacion y comienza el estadio de pupa, un estadio sésil donde ocurre la metamorfosis.
Finalmente, de la carcasa pupal emerge la mosca adulta. Este proceso ocurre en aproximadamente 10 dias.

Imagen generada utilizando la herramienta https://www.biorender.com/.

El mantenimiento de Drosophila en laboratorio es sencillo y econdémico. Los adultos
producen grandes cantidades de descendencia, lo que permite realizar experimentos a gran

escala (Bolus et al., 2020).

Drosophila posee un reducido numero de cromosomas (4 pares), lo que facilita su
manipulacion genética y posee un sistema de cromosomas sexuales XY, similar al de los

mamiferos (Morgan, 1910). Su genoma esta completamente secuenciado, constando de
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aproximadamente 15000 genes, muchos de los cuales presentan homdélogos humanos y de
otros modelos de experimentacion (Adams etal., 2000). Dos estudios de gendmica
comparativa revelaron una notable conservacién de genes entre la mosca y el ser humano,
demostrando que Drosophila tiene genes ortdlogos para alrededor de dos tercios de los
genes humanos que, al encontrarse afectados, causan enfermedades (Reiter et al., 2001;
Rubin et al., 2000). Sumado a esto, existen bases de datos que compilan informacion
actualizada, centralizada y curada sobre genética y gendmica de la mosca, sobre alelos,
constructos transgénicos, fenotipos, interacciones fisicas y genéticas, ontologia, expresion
de genes en diferentes tejidos y en diferentes etapas del desarrollo y reactivos utilizados en
Drosophila. Dos de las bases de datos mas relevantes y que utilicé frecuentemente durante

mi maestria fueron FlyMine (https://www.flymine.org) y FlyBase (https://flybase.orq)

(Gramates et al., 2022; Lyne et al., 2007).

Drosophila permite, ademas, una manipulacion genética sofisticada a través del empleo de
diversas herramientas genéticas disponibles para la investigacion: mutagénesis insercional
por elementos P, ARN de interferencia, el sistema GAL4-UAS, CRISPR, entre otros (Brand
& Perrimon, 1993; Rubin & Spradling, 1982; Venken et al., 2011). Esto permite generar
modelos genéticos que recapitulan aspectos de los procesos neurodegenerativos e
investigar el rol de genes individuales en neurodegeneracion o neuroproteccion en diferentes
tipos celulares, generando conocimiento que puede ser trasladado a otros modelos animales

y al humano (Bolus et al., 2020).

El sistema nervioso (SN) de Drosophila presenta algunas caracteristicas estructurales
generales similares a las de nuestro propio sistema nervioso (Figura 2). El sistema nervioso
central de la mosca esta formado por el cerebro y el cordon nervioso ventral, analogo a la

meédula espinal (Hartenstein, 1993). El sistema nervioso periférico esta compuesto por
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ganglios (agrupaciones de neuronas extra-cerebrales) y nervios periféricos que se extienden
desde el cerebro y el cordon ventral hacia el resto del cuerpo y estan formados por axones
de neuronas sensoriales y motoras (Hartenstein, 1993). Drosophila posee distintos tipos
neuronales, por ejemplo: neuronas colinérgicas, GABAérgicas, serotoninérgicas,
glutamatérgicas y dopaminérgicas (Hartenstein, 1993). Existen varias bases de datos que
compilan la informacion acerca de SN de Drosophila siendo Virtual Fly Brain

(http://www.virtualflybrain.org/) la que utilicé reiteradas veces durante mi maestria (Court

et al., 2023).
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Figura 2. Comparacion de la organizacion general del sistema nervioso en humanos y en Drosophila.
La imagen muestra una comparacion entre las principales estructuras del SN de humanos y de Drosophila. En
la mosca se observa el cerebro en la cabeza, destacandose los I6bulos 6pticos y el cerebro central, un cordon
nervioso ventral situado en el térax, analogo a la médula espinal en el tronco de los humanos y los nervios

segmentarios. Adaptada de https://droso4schools.wordpress.com/organs/ y generada por el Dr. Andreas

Prokop, The University of Manchester.

Debido a que Drosophila combina las ventajas de tener un SN relativamente sencillo, tener

una alta conservacion de genes (como parkina y pretaporter, que introduciré mas adelante)
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y ofrecer una gran capacidad para la manipulacion genética es, en términos generales, un
excelente organismo modelo para el estudio de la mayoria de las enfermedades

neurodegenerativas (Ye et al., 2023).

18



1.3. Laenfermedad de Parkinson y sus modelos en Drosophila

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa de mayor prevalencia a nivel mundial
(Aryal & Lee, 2019). Sus sintomas principales son temblor, rigidez, bradicinesia, akinisia e
inestabilidad postural, pero el cuadro clinico incluye otros sintomas motores no cardinales y

sintomas no motores (Figura 3) (Balestrino & Schapira, 2020).

Sintomas de la enfermedad de Parkinson

SINTOMAS MOTORES SINTOMAS NO MOTORES

2 Depresion, ansiedad,
apatia y deterioro

cognitivo/demencia

Hipomimia
J (Expresiones faciales reducidas)

Sintomas vocales Hiposmia/Anosmia

®@®

i / ‘(i{
Rigidez e inestabilidad Sudoracion [ gz

postural

Sintomas

gastrointestinales
(Estrenimiento, incontinencia)

Temblores

Dificultades al

andar Dolor articular

Distonia
(contracciones
musculares
involuntarias)

Trastornos del
suefo

) & &

Bradicinesia
(Enlentecimiento de los
movimientos)

Sintomas
cardiovasculares

OO

®

Figura 3. Resumen grafico de los principales sintomas de la enfermedad de Parkinson. Los sintomas
estan agrupados en dos categorias: motores y no motores. La lista estd basada en la revisién de Balestrino y

Schapira, 2020 (Balestrino & Schapira, 2020). Imagen generada en https://www.biorender.com/.
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Las caracteristicas patologicas distintivas de la EP son: la pérdida selectiva y progresiva de
neuronas dopaminérgicas en la regidon mesencefalica denominada sustancia nigra pars
compacta y la acumulacion de conglomerados de proteinas mal plegadas denominados

cuerpos de Lewy en el citoplasma de neuronas (Aryal & Lee, 2019).

La sustancia nigra pars compacta forma parte de la via nigroestriada de la dopamina (DA),
que desempefia un papel critico en el control y facilitacién del movimiento, y se ve afectada
en la EP debido a la deficiencia de DA causada por la muerte de las neuronas
dopaminérgicas (Kish et al., 1988). Los principales componentes de los cuerpos de Lewy
son la proteina alfa-sinucleina y el péptido ubiquitina (Spillantini et al., 1997). La alfa-
sinucleina es propensa a plegarse de forma inadecuada, volviéndose insoluble y formando
agregados fibrilares (Hsu et al., 2000). Los intermediarios de este proceso de agregacion
son oligémeros y formas proto-fibrilares, ambos citotoxicos, que perjudican las funciones
mitocondrial, lisosomal y proteasomal, dafian las membranas bioldgicas y el citoesqueleto y
alteran la funcion sinaptica (Alim et al., 2004; Danzer et al., 2007; Scott et al., 2010; H.

Snyder et al., 2003).

La mayoria de los casos de la EP son idiopaticos y los procesos esporadicos que la
desencadenan se vinculan al envejecimiento, a la interaccién con toxinas ambientales (por
ejemplo: pesticidas), a la neuroinflamacion, excitotoxicidad, estrés oxidativo y acumulacién
de proteinas mal plegadas debido al deterioro de las vias de degradacion de proteinas con
la edad (Aryal & Lee, 2019; Balestrino & Schapira, 2020; T. P. Brown et al., 2006; Whitton,

2007).

Adicionalmente, en el cerebro humano se expresan genes conservados en Drosophila y
otros modelos animales que cuando se encuentran mutados y no producen sus proteinas

correspondientes o cuando sus niveles de expresién no se mantienen dentro de un estrecho
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rango finamente regulado, constituyen un factor de riesgo para la aparicion de la EP

(Cookson, 2012).

Las mutaciones en el gen SNCA (Polymeropoulos et al., 1997), que codifica la proteina alfa-
sinucleina, PARK1 (Polymeropoulos et al., 1997), LRRK2 (Zimprich et al., 2004), VPS35
(Zimprich etal., 2011), causan formas autosomicas dominantes de EP, mientras que
mutaciones en los genes DJ-1 (PARK7) (Bonifati et al., 2003), PINK1 (Valente et al., 2004)
y PARKZ2 (Kitada et al., 1998) estan asociados a formas autosomicas recesivas y de
aparicion temprana o juvenil de EP. Los productos de estos genes forman parte de procesos
celulares clave cuya disrupcion subyace a la patogénesis de la EP (Figura 4) (Kalia & Lang,
2015). Estos son solamente algunos ejemplos de genes vinculados a esta patologia, ya que
existen en la actualidad descriptos al menos 19 genes cuya mutacion se asocia directamente
a EP y muchos otros loci adicionales que constituyen un riesgo genético para el desarrollo

de la EP esporadica (Deng et al., 2018).
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Figura 4. Genes y procesos celulares involucrados en la enfermedad de Parkinson. La imagen muestra
una vision general de los genes y procesos celulares involucrados en la patogénesis de la EP, incluyendo
transmision prionica, degeneracion de la estructura de las neuritas, disrupcion del trafico intracelular,
agregacion de proteinas mal plegadas, disfuncién mitocondrial e impedimento/disrupcion de la mitofagia,
impedimento/disrupcion de la via lisosomal y la autofagia y alteracion de la funcion sinaptica y de la

neurotransmision de DA. Adaptado de Kalia 'y Lang, 2015.

Desde una perspectiva evolutiva, los genes que predisponen a la aparicion de la EP y su

regulacién, no fueron contraseleccionados a lo largo de la evolucién humana (Figura 4)
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(Cookson, 2012; Lill et al., 2012; Lucking et al., 2003; UK Parkinson’s Disease Consortium
et al., 2011). Por el contrario, estos genes codifican proteinas que son beneficiosas y
necesarias para el desarrollo normal del cerebro humano, en etapas anteriores a la edad
reproductiva (Cookson, 2012). Al manifestarse la neurodegeneracion, usualmente en etapas
tardias, post-reproductivas, la seleccion negativa no remueve de la poblacion humana
aquellos alelos vinculados a un mayor riesgo de desarrollo de EP. Por lo tanto, mientras la
poblacién global envejece, la EP seguira siendo un problema médico significativo (Cookson,

2012).

Sumado a esto, el tratamiento actual de la EP se basa en la administracién de farmacos
como Levodopa (precursor de la DA y la droga mas efectiva contra los sintomas motores),
agonistas de los receptores de DA D1-3, inhibidores de la monoamina oxidasa B, entre otros
(Balestrino & Schapira, 2020; Seppi et al., 2011). En etapas posteriores de la enfermedad
pueden ser apropiados enfoques alternativos como la estimulacién cerebral profunda
(Balestrino & Schapira, 2020). Los tratamientos actualmente disponibles ofrecen un control
de los sintomas motores, pero no retrasan ni detienen la progresion de la neurodegeneracion

(Balestrino & Schapira, 2020).

Por lo tanto, es esencial explorar los mecanismos de neurodegeneracion que desencadenan
la EP y aquellos de neuroproteccion que prevengan, mitiguen o reviertan su aparicion a
través del empleo de modelos biolégicos como lo son los modelos toxicolégicos y genéticos

de Drosophila (Aryal & Lee, 2019).

Los modelos toxicolégicos de EP en Drosophila implican la exposicion de las moscas a
compuestos quimicos que reproducen parcialmente el fenotipo observado en pacientes con
EP (Aryal & Lee, 2019). Uno de los compuestos comunmente utilizados es la toxina 1-metil-

4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP) (Aryal & Lee, 2019). Esta toxina fue descubierta en
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la década de 1980 como un contaminante de una droga ilegal que causé un brote de casos
de parkinsonismo en sus usuarios (Langston et al., 1983). El modelo de EP por exposicion
a MPTP en moscas dio lugar a algunos de los primeros trabajos que establecieron una
conexion entre la disfuncidn mitocondrial y la EP (Aryal & Lee, 2019; Schober, 2004). Otros
compuestos utilizados son el herbicida de uso agricola Paraquat y el pesticida rotenona
(Snyder & D’Amato, 1985; Tieu, 2011). El Paraquat provoca estrés oxidativo en las células
mediante la generacion de especies reactivas del oxigeno y la rotenona bloquea la cadena
de transporte de electrones a través de la inhibicion del complejo | mitocondrial, al igual que
el MPTP (Tieu, 2011). EI modelo por exposicion a rotenona reproduce el fenotipo de la EP,
incluyendo la formacion intracelular de inclusiones que se asemejan a cuerpos de Lewy, lo

que no sucede en los modelos por exposicion a MPTP (Sherer et al., 2003; Tieu, 2011).

Tanto las formas esporadicas como las hereditarias de la EP tienen mecanismos
etiopatolégicos comunes (Cookson, 2012). En este sentido, la utilizacion de modelos
genéticos de EP en Drosophila es una estrategia muy util para comprender los mecanismos
moleculares y celulares subyacentes a esta enfermedad (Aryal & Lee, 2019). Estos modelos,
algunos de los cuales ejemplificaré a continuacion, se basan en la manipulacion genética de
las moscas con el fin de alterar la expresion de los genes vinculados a la patologia. En primer
lugar, la expresién panneuronal de alfa-sinucleina humana portando la mutacion A30P o
AS5T7T, vinculadas a EP familiar, genera la degeneracion de neuronas dopaminérgicas, la
formacion de cuerpos de Lewy y disfunciones locomotoras (Feany & Bender, 2000). La
mutacion G2019S del gen LRRK2 (comun en pacientes con EP familiar), genera un
incremento en la actividad kinasa de su proteina codificada (normalmente vinculada a
autofagia), lo que resulta en toxicidad celular, degeneracion de neuronas dopaminérgicas y
déficit locomotores (West et al., 2007; D. Yang et al., 2018). El knockdown del gen VPS35,

también asociado a autofagia y al reciclaje de vesiculas, impide la degradacién lisosomal de
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alfa-sinucleina provocando su acumulacién en lisosomas, neurotoxicidad, deficiencias
locomotoras y desorganizacion de la estructura de los ojos compuestos (Miura et al., 2014).
Los mutantes de pérdida de funcion del gen mitocondrial DJ-1 presentan severos defectos
locomotores, pero sin pérdida de neuronas dopaminérgicas (Park et al., 2005). Los mutantes
knockout para el gen pink1, que normalmente codifica la kinasa inducida por PTEN 1 (Pink1),
no presentan el aumento normal de los niveles de mitofagia, necesario para la prevencion
de la acumulacion de mitocondrias dafiadas, que ocurre con el envejecimiento en las células
de los musculos del vuelo y en neuronas dopaminérgicas (Cornelissen et al., 2018). Uno de
los modelos de EP en Drosophila mas exitoso, es el modelo de falta de funcién en el gen
parkina, el cual describo detalladamente en la siguiente seccion, por ser el modelo que

empleé en este trabajo de maestria.

Varios estudios que emplean modelos de EP en Drosophila contibuyeron significativamente
al conocimiento sobre esta patologia en humanos mediante la identificacion de genes que
potencian o suprimen la neurodegeneracién producida por proteinas toxicas (Jaiswal et al.,
2012), revelando como genes vinculados a la patologia (parkina y pink1) intervienen en los
procesos de mitofagia (Cornelissen etal., 2018; Narendra etal., 2009), de apoptosis
(parkina) (Greene et al., 2003) de autofagia, en la via endo-lisosomal y en el reciclaje de
vesiculas (LRRKZ2) (Matta et al., 2012; Soukup et al., 2016). Otros trabajos dilucidaron que
algunos de los genes vinculados a EP interaccionan entre si, colocando, por ejemplo, a los
genes pink1y parkina en la misma via de mantenimieno de la integridad mitocondrial (Clark
et al., 2006; Park et al., 2006). También, la investigacion sobre EP en Drosophila llevo a la
identificacion de compuestos potencialmente terapéuticos, como la vitamina K, con efectos
beneficiosos sobre la disfuncion mitocondrial (Vos et al., 2012). Actualmente, los potenciales
efectos de la vitamina K en pacientes con EP se encuentran en evaluacion clinica (Prasuhn

et al., 2021; Vos & Klein, 2021).
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1.4. Las moscas con mutaciones en el gen parkina como modelo de EP

En humanos, la EP causada por mutaciones en el gen PARK2

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/5071), homdlogo humano al gen parkina (abreviado

park) de Drosophila, fue inicialmente reportada por Kitada y colaboradores en 1998 (Kitada
et al.,, 1998). El rearreglo de exones es el tipo mas comun de mutacion en este gen y la
delecion de 3 de los exones es la mas abundante (Wasner et al., 2020). Incluso en su forma
monoalélica, las mutaciones en el gen PARKZ incrementan el riesgo de desarrollo de EP

(Grunewald et al., 2013).

En Drosophila, el gen park (https://flybase.org/reports/FBgn0041100) esta localizado en el
cromosoma lll y codifica la enzima Parkina (Park) con actividad E3 ubiquitin ligasa, que
cataliza la transferencia de ubiquitina a proteinas blanco, etiquetandolas para la degradacion
en el proteasoma (Imai et al., 2000). Ademas, Park actua como un regulador del clearance
mitocondrial, translocandose desde el citosol selectivamente hacia mitocondrias dafiadas
(despolarizadas) (Narendra et al., 2008). Este reclutamiento es mediado por otra proteina
mencionada anteriormente por su vinculacién a EP hereditaria, Pink1, la cual se acumula en
las mitocondrias como respuesta al descenso de su potencial de membrana (Lazarou et al.,
2012). La enzima Park, una vez translocada a las mitocondrias, poliubiquitina varias
proteinas de la membrana mitocondrial externa, generando una sefal de eliminacion
mitocondrial que es amplificada por la fosforilacion mediada por Pink1 de las cadenas de
poliubiquitina (Ham etal.,, 2020; Rakovic etal., 2013; Sulkshane etal., 2021). La
fosfoubiquitina desencadena el reclutamiento de proteinas adaptadoras que atraen
complejos activadores de la autofagia, lo que resulta en la formacion de autofagosomas

conteniendo las mitocondrias dafiadas (Onishi et al., 2021).
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Park, ademas de ser responsable del marcaje de mitocondrias disfuncionales para su
degradacion lisosomal, también esta involucrada en la regulacion de la separacion de las
mitocondrias dafiadas de la red general de mitocondrias, lo cual ayuda a eliminarlas
eficientemente del pool general (Wasner et al., 2020). Lo hace a través de la ubiquitinacion
de proteinas de fusidn mitocondrial, marcandolas para su degradacion, con lo que el
equilibrio dinamico en el cual se encuentran los procesos de fision y fusiébn mitocondrial se

inclina hacia la fision, promoviéndola (Wasner et al., 2020).

Park y Pink1 también estan involucradas en otra via de control de calidad mitocondrial que
implica la formacion de vesiculas derivadas de mitocondrias que contienen proteinas

dafnadas y que posteriormente son dirigidas hacia los lisosomas (McLelland et al., 2014).

Todos estos procesos ocurren bajo condiciones normales y contribuyen a la homeostasis
celular, pero también son promovidos por sefales de estrés celular como lo son el dafo

oxidativo, la hipoxia y el déficit de nutrientes (Lionaki et al., 2015).

Los mutantes para el gen park de Drosophila exhiben un fenotipo de neurodegeneracion
claro y bien caracterizado: muerte de las neuronas dopaminérgicas del cluster PPL1 en el
cerebro central (Figura 5) y disminucion de los niveles de expresion de la enzima citosdlica
tirosina hidroxilasa (TH) (codificada en Drosophila por el gen pale), que cataliza el paso
limitante en la via de sintesis de catecolaminas, lo que resulta en un menor contenido de DA
en el cerebro (Cha et al., 2005; Greene et al., 2003; Wang et al., 2007; Whitworth et al.,
2005). Estos mutantes también presentan defectos locomotores, disminucion de su
sobrevida, esterilidad en machos y defectos mitocondriales en tejidos energéticamente

demandantes como los musculos y el cerebro (Greene et al., 2003).
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Figura 5. Representacion esquematica de los principales grupos de neuronas dopaminérgicas del
cerebro posterior adulto de Drosophila. PPM1: Protocerebro posterior medial superior, PPM2: Protocerebro
posterior medial inferior, PPM3: Vertiente superior del protocerebro posterior, PPL1: Protocerebro posterior
inferiolateral y PPL2ab - PPL2c: Protocerebro posterior lateral. Es en el cluser PPL1 donde Whitworth y
colaboradores, 2005, describen la pérdida de neuronas dopaminérgicas en mutantes parkina. Imagen

generada en https://www.biorender.com/.

En particular, en esta tesis de maestria utilicé como modelo de EP uno de los mutantes park
de Drosophila generados por Greene y colaboradores en 2003 a través de la escision
imprecisa del elemento P EP(3)LA1 inserto en el gen park en una linea transgénica (Figura
6) (Greene et al., 2003). De los alelos de park nulos resultantes del trabajo de estos autores,
esta tesis emplea el alelo park?®, letal en homocigosis y portador de una delecién que abarca
los tres primeros exones y la mitad del cuarto exon del gen park

(https://flybase.org/reports/FBal0146938) (Figura 6). Las moscas portadoras del alelo park?®

en heterocigosis presentan las caracteristicas fenotipicas descriptas anteriormente.
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Figura 6. El gen parkina (park) y su alelo mutante park?®. La figura muestra el mapa molecular del gen park
destacando el lugar de la insercion parkEP@ A" y |a delecion correspondiente al alelo park?. La flecha en curva
representa el sitio de inicio de la transcripcion de park y la flecha sobre la insercion designa la orientacion del

elemento P. Los rectangulos en negro representan las secuencias codificantes de Park. Adaptado de Greene

et al., 2003.

Debido al fenotipo neurodegenerativo bien definido que presentan, estos mutantes del gen
park son ampliamente empleados como controles positivos de neurodegeneracién en
experimentos de validacién de genes individuales con potencial neuroprotector, como lo es

el gen pretaporter de Drosophila, analizado en esta tesis, el cual describiré a continuacion.
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1.5. El gen pretaporter: potencial neuroprotector

El gen pretaporter (prtp) de Drosophila (CG1837) (https://flybase.org/reports/FBgn0030329)

(homologo al gen humano TXNDCS, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/81567), localizado
en el cromosoma X, codifica la proteina Pretaporter (Prtp) que pertenece a la familia de las
proteinas disulfuro-isomerasas, con 416 residuos de aminoacidos, una secuencia péptido
sefal en el extremo N-terminal, tres dominios centrales de tipo tiorredoxina y una senal de
retencion en reticulo endoplasmatico (RE) en el extremo C-terminal (Figura 7) (Kuraishi

et al., 2009).

Existen analisis bioinformaticos que permiten inferir que prip podria desempefiar un papel
en el plegamiento de proteinas en base a la hipotesis de que un gen ancestral presentaba

esta funcion (https://www.pantree.org/node/annotationNode.jsp?id=PTN005231188). Prtp

se localiza en el lumen del RE y en el sistema de endomembranas de células del cerebro y
otros tejidos (de expresion ubicua en todas las etapas del ciclo de vida, segun Kuraishi y
colaboradores, 2009 y datos de analisis transcriptomicos reportados en FlyBase)

(https://flybase.orag/reports/FBan0030329#expression_sub) (Kuraishi et al., 2009; Tan et al.,

2012). Durante los procesos apoptoéticos que ocurren normalmente en las células en el
desarrollo o en respuesta a estresores, Prtp se transloca desde el RE a la membrana
plasmatica y actua como ligando del receptor fagocitico Draper (Drpr), homdlogo de la
proteina humana MEGF10 (Kuraishi et al., 2009). Tras la union extracelular de Prtp a Drpr,
aumenta la fosforilacion de tirosinas de un dominio intracelular del receptor,
desencadenando una cascada de sefalizacion intracelular que promueve la fagocitosis de
la célula apoptética (Fujita etal., 2012). Prtp cumple una funcién relevante en la
remodelacion de circuitos neuronales durante el desarrollo, como sefal para la eliminacion

de neuronas mediante fagocitosis glial y su regulacién depende de una via de control de la
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comunicacién neurona-glia en la cual intervienen las proteinas Fragile X mental retardation
protein, Mothers against decapentaplegic, el receptor de insulina y la proteina kinasa B (Akt)
(Song & Broadie, 2023). Prtp y Drpr participan, ademas, en la regulacion de la autofagia en
enterocitos y en el control de la muerte de células madre intestinales del sistema digestivo
de Drosophila (Aggarwal et al., 2022). Precisamente, la ausencia de expresion de Prtp
previene la muerte de células madre intestinales provocada por la pérdida de funcién del gen

arf1 (Aggarwal et al., 2022).

La condicién de candidato a neuroprotector de prtp surge del analisis transcriptomico
realizado por mi orientadora, la Dra. Ferreiro, en su tesis doctoral (Ferreiro Llanes, 2018;
Ferreiro et al.,, 2012), de un fendmeno excepcional de neurodegeneracion reversible en
mutantes de falta de funcién en los genes sall de Drosophila (factores de transcripcion
reguladores de otros genes expresados en SN), descrito anteriormente por mi coorientador,
el Dr. Cantera (Cantera etal., 2002). Estos mutantes presentan una severa
neurodegeneracion en el SN central en el estadio embrionario 16 (etapa de
neurodegeneracion) que, sin embargo, se revierte histolégicamente durante el estadio
embrionario 17 (etapa de reversion o neuroproteccion) (Cantera et al., 2002). Bajo la
hipdtesis que la reversion de la neurodegeneracion es mediada por una reorganizacion del
transcriptoma, que contrarresta la falta de funcion de los genes sall, la Dra. Ferreiro comparo,
mediante mMRNASeq, el transcriptoma de los embriones mutantes sall y wild-type (WT) en
estadios correspondientes las etapas de neurodegeneracion y neuroproteccion previamente
mencionadas (Ferreiro Llanes, 2018; Ferreiro et al., 2012). Este analisis transcriptomico
gener6 una lista de 633 genes expresados diferencialmente entre las etapas de
neurodegeneracion y neuroproteccion, enriquecida en genes ya previamente asociados
empiricamente a neurodegeneracion o neuroproteccion en Drosophila y/o en humanos (32%

de la lista), lo que reforzo la idea del potencial de este modelo para detectar nuevos genes
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neuroprotectores dentro del 68% restante de genes de esa lista. El gen prip es uno de esos
genes candidatos y previamente no habia sido asociado a procesos de neurodegeneracion
o neuroproteccion. De manera contraintuitiva a lo esperable, considerando sus funciones
biolégicas conocidas y anteriormente mencionadas, el gen prfp, muestra una reduccion
significativa de su expresion en la etapa de neuroproteccion con respecto a la etapa de

neurodegeneracion.

Es importante para este trabajo mencionar que existen cepas de Drosophila portadoras de
alelos de pérdida de funcion para el gen prtp generadas por Kuraishi y colaboradores en
2009 a traveés de la escision imprecisa del elemento P P{GT1} inserto en el gen prip de la
cepa transgénica BG00450 (Figura 7) (Kuraishi et al., 2009). Especificamente, el alelo de

pérdida de funcién prtpA1 es de particular relevancia en esta maestria (Figura 7).

P{GT1} 1 kb
prtp p

=

prtp

A1

Figura 7. El gen pretaporter (prtp) y su alelo mutante prtpA1. La figura muestra la estructura del gen prtp
destacando el lugar de la insercion prtp™©€7" y el alelo pripA1 con una delecion que abarca parte de la regién
reguladora del gen y el primer exén, entre los nucledtidos -45 y +354, con el sitio de inicio de la transcripcion
(flecha curva) definido como +1. Los rectangulos en gris representan los exones y los rectangulos en blanco
representan el péptido sefial N-terminal y la sefal de retencién en reticulo endoplasmatico. Adaptado de
Kuraishi et al., 2009.
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A partir de todos estos antecedentes surge la hipotesis de esta maestria, que formulo a

continuacion.
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2. HIPOTESIS

La ausencia de expresion del gen pretaporter de Drosophila ejerce una funcion
neuroprotectora en moscas con un fenotipo de neurodegeneracion causado por una

mutacion de falta de funcion en el gen parkina.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Investigar la potencial funcion neuroprotectora del gen prip en moscas que sufren

neurodegeneracion causada por una mutacion de falta de funcidn en el gen parkina.

3.2. Objetivos especificos

1. Construir mutantes dobles portadores de alelos de falta de funcion en los genes prip y

park (prtp-park).

2. Analizar si Prtp se expresa normalmente en neuronas dopaminérgicas PPL1 de adultos

de Drosophila de genotipo salvaje (WT).

3. Cuantificar las neuronas dopaminérgicas del cluster PPL1 en individuos mutantes dobles

prip-park en comparacion con park y en controles.

4. Cuantificar los niveles de DA y sus metabolitos de degradacién principales, DOPAC y

HVA, en individuos mutantes dobles prip-park en comparacion con park y en controles.

5. Cuantificar la sobrevida en individuos mutantes dobles prtp-park en comparacion con park

y en controles.

6. Cuantificar la habilidad locomotora en individuos mutantes dobles prip-park en

comparacion con park y en controles.
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El disefio experimental para investigar la hipétesis principal de esta maestria se basoé en la
construccion de moscas mutantes dobles para los genes prip y park y en la medicién de
cuatro parametros utilizados frecuentemente y con buenos resultados en estudios de
neurodegeneracion y neuroproteccion: analisis de la histologia de cerebro, analisis de
niveles de dopamina y sus metabolitos de degradacion y cuantificacion de sobrevida y

funciéon motora.
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4.1. Cepas de Drosophila utilizadas, mantenimiento y colecta

Utilicé machos y/o hembras virgenes de las siguientes cepas de Drosophila melanogaster:

cepa wild-type Oregon-R (abreviada WT) (https://flybase.org/reports/FBsn0000276.html)

como control normal, mutante w’’’® (con un alelo de pérdida de funcion del gen white y
abreviado w) (https:/flybase.org/reports/FBal0018186), mutante w’""8prtpA1 (con el alelo
prtpA1 de pérdida de funcion del gen prtp en un contexto gendémico w'?’8y abreviado prtp,
amablemente cedida por el Dr. Nakanishi, Universidad de Kanazawa, Japon), mutante w’’’8;
park®® (con el alelo park?®® de pérdida de funcion del gen park también en un contexto
gendémico w'’’® y abreviado park, generada a partir de la cepa R48, w'''8; CyO/BI;
park?>/TM6B, amablemente cedida por la Dra. Barrio, Centro de Investigacion Cooperativa
en Biociencias, Vizcaya, Espafa) (https://flybase.org/reports/FBal0146938), la cepa
intermedia STN4 (if/+; RepoGAL4/TM2, generada en Ferreiro Llanes, 2018) vy la cepa

experimental prip-park (w8 prtpA1; park?®), que construi durante la maestria.

Durante el tiempo que llevaron los experimentos, mantuve las moscas bajo condiciones
estandar: en estufa humeda, a 25°C de temperatura, con ciclo de luz/oscuridad controlado
de 12/12 horas y un medio de cultivo estandar consistente en agua, levadura, agar, glucosa,
harina de maiz, acido propionico y Nipagin. Para mantener las moscas siempre en un medio
fresco, libre de contaminantes y a bajas densidades de poblacion, vigilé constantemente los
tubos y las botellas de cultivo y los cambié cuando fue necesario. Para sexar pupas o adultos,
identificar hembras virgenes, seleccionar fenotipos y colectar las moscas necesarias para
cada experimento, utilicé una lupa estereoscopica (WESO SM-300 SERIES), empleando

trietilamina (CARLO ERBA, #489556) como medio de anestesia.
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4.2. Construccion de mutantes dobles pretaporter-parkina y mutantes parkina

simples: uso de cromosomas balanceadores

Para realizar la mayoria los experimentos de esta maestria y como primer objetivo de la
misma, generé machos y hembras de Drosophila mutantes dobles para los genes prip
(ubicado en el cromosoma sexual X) y park (ubicado en el cromosoma autosomico Ill) en un
contexto w'?78 (alelo mutante del gen white, ubicado también en el cromosoma X), portadores
de los alelos de falta de funcion pripA1 en homocigosis (hembras) o hemicigosis (machos)
y park?® en heterocigosis con su alelo salvaje, de genotipo abreviado w'’'8 pripA1; park® y
referidos a lo largo del texto central de esta tesis como mutantes dobles prip-park por
simplificacion. Ademas, generé machos y hembras de Drosophila mutantes simples para el
gen park, también en contexto w’’’8, de genotipo abreviado w''"é; park?°, los cuales utilicé
como controles de neurodegeneracion. Para construir estas cepas, disefié los cruzamientos
geneéticos que describiré en esta seccion, a partir de cepas presentes en el stock del
Departamento de Biologia del Neurodesarrollo del IIBCE, donde realicé esta maestria y
basandome en el uso de una herramienta ampliamente utilizada en genética de Drosophila:

los cromosomas balanceadores.

Los cromosomas balanceadores son una herramienta que permite el mantenimiento de
mutaciones recesivas, siendo algunas estériles o letales al presentarse en homocigosis, en
una poblacién de Drosophila a lo largo del tiempo (Miller et al., 2019). Los balanceadores
contienen multiples inversiones, translocaciones o duplicaciones, lo que evita la
recombinacién durante la meiosis entre el cromosoma balanceador y su homélogo, que en
estos cruzamientos es el cromosoma que porta un alelo mutante del gen de interés (Crown

etal., 2018).
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Ademas, los balanceadores contienen marcadores fenotipicos dominantes que son visibles
en las moscas que los portan y son letales en homocigosis (Miller et al., 2019) (Figura 8).
De esta manera, la mutacion se mantiene en el cromosoma original y el alelo mutante se
hereda sin recombinar, lo que permite su seguimiento a lo largo de generaciones aun sin
expresarse fenotipicamente en la mosca adulta. Asi, los cromosomas balanceadores con
marcadores dominantes hacen posible seleccionar facilmente las moscas que portan el
balanceador y las que no lo hacen con solo examinar sus fenotipos, mientras que la letalidad
de los individuos que portan el balanceador en homocigosis asegura que la mosca que
expresa fenotipicamente los marcadores, es portadora del balanceador en heterocigosis y

del alelo de interés.
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Figura 8. Fenotipos de los marcadores dominantes de los cromosomas balanceadores empleados en
los cruzamientos para la construcciéon de las moscas experimentales. A. Balanceador del cromosoma Il
TM6B, portador de las marcas dominantes Humeral (Hu) y Tubby (Tb). Las flechas indican la cantidad de
quetas observables en la region humeral de la mosca para los fenotipos WT y Hu, siendo mayor en las moscas

con este balanceador. Los individuos portadores del balanceador TM6B son mas pequefios que los individuos
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WT. B. Balanceador del cromosoma Il CyO, portador de la marca dominante Curly (CyO), que resulta en un
fenotipo de alas curvas. C. Balanceador del cromosoma Il TM2, portador de la marca dominante Ultrabithorax
(Ubx) que se observa como halterios (flechas) de mayor tamafio y usualmente con quetas extra en las moscas
TM2 en relacion a las WT. D. Balanceador del cromosoma Il if, portador de la marca dominante Irregular facets
(if). Estas moscas presentan un desarrollo anormal de los ojos compuestos, con arreglo irregular de los
omatidios. La figura contiene imagenes propias y adaptadas de (Abrell etal, 2000) y de

(https://www.zhihu.com/question/265225592).

Partiendo de un cruzamiento hipotético entre dos moscas, ambas portadoras del alelo
mutante recesivo “x” de un gen de interés, ubicado en el cromosoma Il, en heterocigosis con
el cromosoma balanceador CyO (CyO/x) que es letal en homocigosis, se obtiene una filial 1
(F1) de moscas con alas curvas que son heterocigotas para el balanceador (CyO/x) y
moscas con alas normales, que son homocigotas para la mutacion “x” (x/x) (Figura 9.A). Si
la mutacion “x” es letal en homocigosis (Figura 9.B), en la F1 de este cruzamiento solo
existirian moscas portadoras CyO/x, siendo el uso del cromosoma balanceador CyO lo que

permite conservar esta mutacion en heterocigosis a través de las generaciones.
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Figura 9. Representacion esquematica de un cruzamiento hipotético entre dos moscas portadoras del
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alelo mutante recesivo “x” de un gen de interés ubicado en el cromosoma Il, en heterocigosis con
cromosoma balanceador CyO. A. Situacion en la que la mutacion “x” es viable en homocigosis. B. Situacion

en la que la mutacion “x” es letal en homocigosis. Imagen generada en https://www.biorender.com/.

Asi, para cumplir con mi objetivo de construir mutantes dobles portadores de alelos de falta
de funciéon en los genes prtp y park (w'"'8 prtpA1; park?® o simplificando, prtp-park) y
compararlos con el mutante de neurodegeneracion w''’; park?® (o simplificando, park) y
sus controles, diseié una serie de cruzamientos para generar cepas intermedias

balanceadas que al cruzarlas, en ultima instancia, generasen los genotipos de interés.

A continuacion, describo en detalle el disefio de estos cruzamientos, resaltando los

genotipos y fenotipos parentales vy filiales y las cepas intermedias (stocks) generadas.
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4.2.1. Diseino de cruzamientos para la construccion de los mutantes dobles prtp-park

CRUZAMIENTO 1

Nombre del cruzamiento parental y [fenotipos]:

Q prtpA1 [ojos blancos] x & STN4 [ojos rojos, if, TM2]

Genotipos:

X Wi118 prioA1y wit18prtpAT: 4/4: +/+ x  X"*Y; ifi+; RepoGAL4/TM2

Seleccion de individuos F1

& X w1118 pripA1[Y - jfl+; TM2/+ [ojos blancos, if, TM2]

Tras obtener estos machos, hice una retrocruza con hembras virgenes del tipo parental
prtpA1 para obtener hembras X w7718 pripA1]X w1118 prtpAt. jfis. TM2/+ [ojos blancos, if, TM2]
y generar el stock intermedio 1 (STOCK 1) con el alelo prtipA1 en homocigosis (hembras) o
hemicigosis (machos) y balanceado en el cromosoma Il y en el cromosoma llI, tal como

detallo a continuacion.

CRUZAMIENTO 2

Nombre del cruzamiento parental y [fenotipos]:

Q prtpA1 [ojos blancos] x & F1 del cruzamiento 1 seleccionados [ojos blancos, if, TM2]

Genotipos:

X w1118 pripAt[y w1118 pipAT: fq- 4/4 x X WIT18prpA1yY: jfit: TAJ2/+
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Seleccién de individuos F1, stock intermedio 1 (STOCK 1):

& X w1118 pripA1[Y - jfl+; TM2/+ [ojos blancos, if, TM2]

Q X w1118 pripA1]X w1118 prtpAt, jfl4- TM2/+ [ojos blancos, if, TM2]

CRUZAMIENTO 3

Nombre del cruzamiento parental y [fenotipos]:

Q STOCK 1 [ojos blancos, if, TM2] x 3 R48 [ojos blancos, CyO, TM2]

Genotipos:

X wiT18 pripATyX wit18pripAt: jfi+: TM2/+ x X w1118 /Y; CyOIBI; park?5/TM6B

Seleccion de individuos F1:

A) & X w1118 prioA1]Y . CyOl+; park?*/ TM2 [ojos blancos, CyO, TM2]
B) & X w1118prtpA1]Y: CyOJ+; TM2/TM6B [ojos blancos, CyO, TM2, TM6B]

C) & X w1 pripA1ry; CyOlif, TM2/TM6B [ojos blancos, CyO, if, TM2, TM6B]

En este punto, los machos A los reservé para proximos cruzamientos y a los machos By C
los crucé, en botellas separadas, pero en paralelo, con hembras STOCK 1 que presentaban

las marcas fenotipicas ify TM2, como detallo a continuacion.

CRUZAMIENTOS 4 (realizados en paralelo)

Nombres de los cruzamientos parentales y [fenotipos]:

a. @ STOCK 1 [ojos blancos, if, TM2] x & F1 B del cruzamiento 3 [ojos blancos, CyO,
TM2, TM6B]
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b. @ STOCK 1 [ojos blancos, if, TM2] x & F1 C del cruzamiento 3 seleccionados [ojos

blancos, CyO, if, TM2, TM6B]

Genotipos:

a. X WIT18prpAl/x witt8prpAt: ifi+: TM2/+ x & X %1118pripATyY; CyOJ+; TM2/TM6B

b. X WIT18pripAt/X wil18pripAt jfi4: TM2/+ x & X %I118pripA1yY; CyOJif; TM2/TM6B

Seleccidén de individuos F1 a partir de ambos cruzamientos:

4 X wit18pripAly . CyOlif; TM2/TM6B [ojos blancos, CyO, if, TM2, TM6B]

Q X w1118 pripA1]Y; CyOlif;, TM2/TM6B [ojos blancos, CyO, if, TM2, TM6B]

Tras seleccionar individuos F1 de estos fenotipos a partir de ambos cruzamientos (para
obtener un mayor numero de moscas de ambos sexos con los genotipos requeridos), los
crucé entre si para obtener el stock intermedio 2 (STOCK 2) con el alelo pripA1 en
homocigosis (hembras) o hemicigosis (machos) y balanceado en el cromosoma Il y en el

cromosoma lll. Empleé individuos STOCK 2 en el cruzamiento que detallo a continuacion.

CRUZAMIENTO 5

Nombre del cruzamiento parental y [fenotipos]:

Q STOCK 2 [ojos blancos, CyO, if, TM2, TM6B] x & F1 A del cruzamiento 3 [ojos blancos,

CyO, TM2]

Genotipos:

X wi118 pripATyx wi118 pript: CyOJif, TM2ITM6B x & X W1118pto1yy; CyOJ+; park?s| TM2

45



Seleccion de individuos F1:

Por un lado, seleccioné:

& X wit18pripAlfY. CyOl+; park?’|TM2 [ojos blancos, CyO, TM2]

Q X w1118 pripA1]X w1118 prtpA1. CyOf+; park?’/TM2 [ojos blancos, CyO, TM2]

Y, por otro lado, seleccioné:

& X wit18pripAlY . CyOl+; park?°|TM6B [ojos blancos, CyO, TM6B]

Q X w1118 pripA1]X w1118 prtpA1. CyOf+; park?5| TM6B [ojos blancos, CyO, TM6B]

Tras seleccionar estos individuos machos y hembras F1, crucé entre si aquellos del mismo
fenotipo para obtener el stock intermedio 3 (STOCK 3), prtpA1;park?®® balanceado en el
cromosoma lll con TM2'y el stock intermedio 4 (STOCK 4), prtpA1;park?® balanceado en el
cromosoma |l con TM6B. Esto lo realicé con el fin de obtener redundancia y variedad de
marcas fenotipicas en el cromosoma lll, ya que la expresividad del marcador TMZ2 varia en

las generaciones y no siempre es facilmente detectable.

CRUZAMIENTO 6: obtencidon de individuos experimentales doble mutantes prip-park

Para la obtencion de los individuos experimentales doble mutantes prip-park, elegi partir del

STOCK 4 y no del STOCK 3.

Nombre del cruzamiento parental y [fenotipos]:

Q STOCK 4 [ojos blancos, CyO o no CyO, TM6B] x & pripA1 [ojos blancos]
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Si bien la direccionalidad del cruzamiento es tedricamente indiferente, siempre elegi
hembras virgenes STOCK 4 y no viceversa, para evitar los problemas de fertilidad descriptos

para machos portadores del alelo mutante park?® (Greene et al., 2003).

Genotipos:

X w1118 pripA1 Y w1118pn‘pA1; CyO/+; park25/TM6B X 8 X w1118pn‘pA1/Y; +/+; +/+

Seleccion de F1 experimentales (doble mutantes prtp-park):

& X w1118 pripAi|Y. +|+: park?S/+ [ojos blancos, no CyO, no TM6B]

Q X w1118 pripA1[X w1118 pripA1; +/+; park?%/+ [ojos blancos, CyO, TM6B]
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4.2.2. Diseino de cruzamientos para la construcciéon de los mutantes park simples en

contexto w778

Crucé hembras de una cepa de Drosophila mutante park balanceada en los cromosomas Il
y HI (X w1718 X w1118 CyO/+; park?®/TM2) y machos mutantes w (X W''78/Y; +/+; +/+). Si bien
la direccionalidad del cruzamiento es teéricamente indiferente, mantuve el criterio empleado
anteriormente para evitar los problemas de fertilidad asociados a los machos portadores del
alelo park?® (Greene et al., 2003). Posteriormente, seleccioné las hembras y los machos F1
que no presentaban las marcas fenotipicas CyO ni TM2, es decir, con genotipos X *7778/X
WIT18: +/+: park?%/+y X W1118/Y +/+; park?®/+. Estos fueron los individuos que usé como control

positivo de neurodegeneracion en los experimentos.
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4.3. Ensayos histologicos

4.3.1. Inmunohistoquimica de glandula salival

Datos de transcriptdmica disponibles en FlyBase indican que el gen prip se expresa en la
glandula salival de larvas a niveles similares que en cerebro de individuos adultos (FlyAtlas-

RNA a través de https://flybase.org/reports/FBgn0030329#expression_sub) (Robinson et al.,

2013).

Para corroborar el correcto funcionamiento del anticuerpo primario anti-Prtp (Kuraishi et al.,
2009) generosamente cedido por el Dr. Nakanishi, previo a emplearlo para analizar la
expresion de Prtp en cerebro adulto, disequé glandulas salivales de larvas macho de estadio
L3 (wandering larvae) de las cepas WT y pripA1 (mutantes simples prip, como control
negativo) (n = 3 por genotipo) con pinzas de precision DUMONT 5 bajo lupa estereoscopica
WESO SM-300 SERIES en PBS 1X frio. Fijé las glandulas utilizando paraformaldehido
(PFA) al 4% en PBS 1X durante 30 minutos, a temperatura ambiente y sin agitacion. Luego,
realicé dos lavados en PBS 1X de 15 minutos cada uno y un lavado de permeabilizacion en
PBS-Triton X-100 0,5% (PBS-T), manteniendo las muestras siempre en hielo y con agitacion
suave. Posteriormente, incubé las muestras con la solucidén del anticuerpo primario anti-Prtp
de rata (dilucion 1:300) en PBS-T 0,5% durante dos horas, a 4°C y con agitacion suave.
Pasado este tiempo, retiré la solucion del anticuerpo primario, lavé las muestras tres veces
en PBS-T 0,5% y las incubé en una solucion que contenia el anticuerpo secundario anti-rata-
Cy3 de cabra (Molecular Probes, dilucion 1:1000), el marcador lipofilico DiOC1s (Invitrogen,
dilucion 1:1000) para la marcacién de membranas y una diluciéon 1:5000 del marcador de
ADN verde de metilo (Prieto et al., 2014) partiendo de un stock de verde de metilo al 2%
(gentiimente cedido por el Dr. Prieto, IIBCE) en PBS-T 0,5%. Esta segunda incubacion la

hice en las mismas condiciones de temperatura y agitacion que la incubacién primaria y la
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realicé en oscuridad. Finalmente, lavé las muestras tres veces con PBS-T 0,1% y dos veces
con PBS 1X manteniendo las condiciones de temperatura, agitacién y oscuridad. Para el
montaje de las muestras, construi camaras sobre un portaobjetos utilizando cinta aisladora
negra, dentro de las cuales deposité y orienté las glandulas salivales bajo Ilupa
estereoscopica. Utilicé glicerol diluido al 80% en Tris pH=8,8 como solucién de montaje,
cubri los preparados con cubreobjetos (22x22 mm) y los sellé con esmalte de ufas

transparente.

Para la adquisicion de las imagenes de fluorescencia por medio de microscopia laser
confocal, utilicé el microscopio LSM ZEISS 800 AiryScan del IIBCE, empleando los laseres
488 nm para visualizar la marca DiOC1s, 561 nm para visualizar el fluoréforo Cy3 y 640 nm
para visualizar el verde de metilo. Durante la adquisicion de las imagenes de las muestras
de ambos genotipos mantuve los mismos parametros de intensidad y ganancia. Para adquirir
las imagenes, primero examiné las glandulas con el objetivo 20X (aire; AN=0,5) y localicé su
lumen, al cual tomé como referencia anatomica para el comienzo de la adquisicidén. Luego
tomé las imagenes utilizando el mismo objetivo y generé series de aproximadamente 30
planos confocales en el eje Z, a intervalos de 1,45 ym, comenzando en la regién del lumen
de la glandula y finalizando sobre la regién proximal al objetivo (Figura 10). Finalmente,
analicé las imagenes utilizando el software de acceso libre FlJl/Imaged (Schindelin et al.,

2012).
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Figura 10. Representacion esquematica del método para la adquisicion de imagenes de fluorescencia
de glandula salival de larvas L3 de Drosophila por medio de microscopia laser confocal. La figura
muestra de manera esquematica una vista transversal de una glandula salival, con su lumen central rodeado
de un monoepitelio cuyos nucleos estan localizados basalmente. Las lineas paralelas representan de modo

esquematico los planos confocales adquiridos y la cufa azul indica el laser que incide sobre la muestra.
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4.3.2. Analisis de la expresion de Prtp en neuronas dopaminérgicas PPL1 de cerebros

adultos de Drosophila

Kuraishi y colaboradores (2009) reportaron que Prtp se expresa de forma ubicua en
Drosophila y durante todos los estadios del desarrollo (Kuraishi et al., 2009). Ademas, a
través de analisis con microensayos de ARNm, se observo que Prtp se expresa en el cerebro

de mosca adulta (FlyAtlas-RNA,; https://flybase.org/reports/FBgn0030329#expression_sub)

(Robinson et al., 2013).

Para investigar si Prtp se expresa normalmente en las neuronas dopaminérgicas PPL1 (cuyo
numero se ve reducido en mutantes park) disequé, en PBS 1X frio, 3 cerebros de machos
adultos de Drosophila WT de 5 dias de edad, usando pinzas de precision DUMONT 5, bajo
lupa estereoscépica WESO SM-300 SERIES. Fijé los cerebros sumergiéndolos en PFA al
4% en PBS 1X durante 2 horas, a temperatura ambiente y sin agitacion. Luego, realicé dos
lavados con PBS 1X de 15 minutos cada uno y un lavado de permeabilizacién con PBS-T
0,5%, manteniendo las muestras siempre en hielo y con agitaciéon suave. Incubé las
muestras en solucion de bloqueo PBS-Triton X-100 0,5% y albumina de suero bovino (BSA)
disuelta al 0,1% en PBSTA durante una hora, a 4°C y con agitacién suave. Posteriormente,
incubé las muestras en la solucién del anticuerpo primario anti-Prtp de rata (diluido al 1:300
en PBSTA) durante 48 horas, a 4°C y con agitacion suave. Pasado este tiempo, retiré la
solucion del anticuerpo primario y lavé cuatro veces con PBSTA, a 4°C y con agitacion suave.
Incubé las muestras con una solucidn de un segundo anticuerpo primario que detecta la
tirosina hidroxilasa y marca especificamente neuronas dopaminérgicas (anti-TH de raton de
DiaSorin, dilucion 1:500 en PBSTA) durante 48 horas, a 4°C, con agitacion suave y repeti el

procedimiento de los cuatro lavados con PBSTA.
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Posteriormente, incubé las muestras con el anticuerpo secundario anti-rata-Cy3 (para
detectar el anticuerpo primario anti-Prtp) de cabra (Invitrogen, dilucion 1:1000 en PBSTA con
suero normal de cabra al 2%, durante dos horas, a 4°C, con agitacion suave y en oscuridad.
Pasado ese tiempo, repeti el procedimiento de los cuatro lavados con PBSTA e incubé las
muestras con el anticuerpo secundario anti-raton-Cy5 (para detectar el anticuerpo primario
anti-TH) (Invitrogen) diluido 1:100 en PBSTA con suero normal de cabra al 2%, durante dos
horas a 4°C, con agitacion suave y oscuridad. Finalmente, realicé tres lavados con PBS-T
0,5% y dos lavados con PBS 1X, de cinco minutos cada uno. Para el montaje de los cerebros
enteros, generé una camara con cinta aisladora negra sobre cada lamina cubreobjetos
(22x40 mm) y deposité y orienté los cerebros dentro de las camaras usando glicerol al 80%
en Tris pH=8 y trabajando bajo lupa estereoscodpica. Finalmente cubri los preparados con

otra lamina cubreobjetos (22x22 mm) y los sellé con esmalte de ufas transparente.

Para adquirir las imagenes de microscopia laser confocal, utilicé el microscopio institucional
del IIBCE LSM ZEISS 800 AiryScan, empleando los laseres 561 nm para visualizar el
fluoréforo Cy3 y 640 nm para visualizar el fluoroforo Cy5. Localicé el grupo de neuronas
dopaminérgicas PPL1 en el cerebro posterior, usando como referencia anatomica al calix de
la corpora pedunculata y mapas anatomicos existentes (Figura 4) y tomé imagenes
utilizando el objetivo 40X (aire; AN = 0,95). Luego adquiri imagenes utilizando el objetivo
63X (inmersion en aceite; AN = 1,4) y zoom digital de 5X, con una apertura del pinhole de

0,8 y generando series en el eje Z de 3 planos confocales a intervalos de 0,30 uym.

Para mejorar la calidad de las imagenes y superar parte de las limitaciones de la resolucion
optica del sistema elegi un método de deconvolucion de imagenes que permite una mejor
discriminacion y cuantificacion de la colocalizacion de las dos sefales fluorescentes

(Landmann, 2002) usando el software Huygens Professional (Scientific Volume Imaging, The

53



Netherlands, http://svi.nl). Analicé la colocalizacion de las sefales correspondientes a Prtp y
TH en siete neuronas dopaminérgicas PPL1 utilizando el software FlJl/Imaged (Schindelin
etal., 2012). Para ello, ejecuté el plug-in JACoP que calcula los coeficientes de
colocalizacion de Pearson (R) y de Manders, que miden aspectos diferentes de una posible

colocalizacion (Manders et al., 1993; Pearson, 1992).

Brevemente, el coeficiente R cuantifica la relacion lineal entre la fluorescencia proveniente
de dos canales, basandose en la distribucion de intensidades de los pixeles de cada canal
y proporciona informacion sobre la intensidad y la direccion de la correlacién entre las
sefales. El coeficiente R varia entre los valores 1 y -1, donde los dos valores extremos
representan una correlacion positiva (1) o negativa (-1) perfecta (teérica) y donde O
representa la ausencia de correlacion entre los valores de intensidad de fluorescencia de los
dos canales (Adler & Parmryd, 2010). Por consenso, en el contexto del analisis de imagenes
biolégicas, coeficientes R mayores a 0,5 o menores a -0,5 revelan correlaciones positivas o
negativas solidas, respectivamente. Por otro lado, el coeficiente de colocalizacion de
Manders estima la fraccion de area de fluorescencia de un canal que se superpone al area
del otro canal y viceversa, teniendo en cuenta la ubicacion espacial de los pixeles (Adler &
Parmryd, 2010; Manders et al.,, 1993). A partir de los valores que obtuve para ambos
coeficientes calculé la media y el desvio estandar para proporcionar, descriptivamente, una
idea de la magnitud y la variabilidad de la colocalizacion de las sefiales correspondientes a

Prtp y TH en las neuronas analizadas.

Para facilitar la visualizacion grafica de los resultados de colocalizacion, tracé una linea recta
diametralmente sobre las células a analizar (n = 7) usando el software FlJl/Imaged
(Schindelin et al., 2012) y extraje los datos del perfil de intensidad de fluorescencia bajo las

rectas para cada canal. A través de la ejecucidn de lineas de cdédigo, me aseguré de trazar
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exactamente la misma recta sobre cada canal en cada una de las neuronas analizadas.

Luego cargué los datos en el software de acceso libre RStudio (http://www.rstudio.com) y

generé un script para graficar el perfil de intensidad de fluorescencia de ambos canales en

funcion de la distancia en micras, equivalente al largo de la linea trazada previamente.
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4.3.3. Analisis del numero de neuronas dopaminérgicas PPL1 en doble mutantes prtp-

park en comparacion con park y sus controles

Para cuantificar el numero de neuronas dopaminérgicas PPL1, en primer lugar, disequé
cerebros de machos de 5y 25 dias de edad, de genotipos mutantes w, prip, park 'y prtp-park
(n =10, por genotipo y edad) con pinzas de precision DUMONT 5 bajo lupa estereoscépica
WESO SM-300 SERIES en PBS 1X frio. Fijé los cerebros en PFA 4% en PBS 1X a
temperatura ambiente y sin agitacién durante dos horas. Luego, lavé dos veces en PBS 1X
durante 15 minutos, sobre hielo y con agitacion suave y realicé un ultimo lavado de
permeabilizacién en PBS-T (0,5%) bajo las mismas condiciones. Coloqué las muestras en
solucion de bloqueo PBSTA (Triton X-100 0,5%, BSA 0,1%) durante una hora, sobre hielo y
con agitacion suave. Posteriormente, las incubé en una solucién del anticuerpo primario anti-
TH (DiaSorin, dilucion 1:500 en PBSTA) durante 48 horas, a 4°C y con agitacion. Pasadas
las 48 horas, realicé cuatro lavados en PBS-T (0,5%) durante 15 minutos, a 4°C y con
agitacion e incubé las muestras con una solucion del anticuerpo secundario anti-raton- Cy5
(Invitrogen; dilucion 1:1000) a 4°C, con agitacion y en oscuridad durante dos horas.
Finalmente, realicé tres lavados con PBS-T 0,1% de cinco minutos cada uno, en frio, con
agitacion y en oscuridad y dos lavados en PBS 1X en las mismas condiciones que los
anteriores. Almacené las muestras a 4°C en glicerol al 80% en Tris pH=8,8 hasta realizar el
montaje de los cerebros el dia siguiente. Construi una camara con cinta aisladora negra
sobre una lamina cubreobjetos (22x40 mm), monté los cerebros en las camaras trabajando

balo lupa estereoscoépica y completé los preparados al igual que en la seccion 4.3.2.

Para adquirir las imagenes de microscopia laser confocal, utilicé el microscopio institucional
del IIBCE LSM ZEISS 800 AiryScan, empleando el laser 640 nm para visualizar el fluoréforo

Cy5. Localicé el grupo de neuronas dopaminérgicas PPL1 en cada hemisferio cerebral
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(Figura 5) y tomé imagenes utilizando los objetivos 20X (aire; AN = 0,5) y 40X (aire; AN =
0,95). Generé series de planos confocales a intervalos de 1 ym a lo largo del eje Z,

asegurandome de que cada serie abarcase por completo el grupo PPL1.

Cuantifiqué las neuronas PPL1 en ambos hemisferios de cada cerebro, en un total de 10
cerebros por genotipo y edad, mediante inspeccion visual de cada plano confocal, de la
misma forma descripta por Whitworth y colaboradores, 2005 (Whitworth et al., 2005).
Siempre corroboré que los cerebros estuvieran integros, a través de una previa visualizacion
de los mismos por microscopia de contraste de fases. En caso de encontrar cerebros con
algun hemisferio dafiado o cubierto por traqueas en la zona del grupo PPL1, solamente

contabilicé las neuronas PPL1 en el hemisferio sano.

Para realizar el analisis estadistico y las representaciones graficas de este conteo
comparativo de las PPL1 y de todos los experimentos posteriores de mi tesis, aprendi a usar

el software de acceso libre Rstudio (http://www.rstudio.com). Realicé pruebas de normalidad

de las distribuciones de los datos de la cuantificacion de PPL1 para cada genotipo y edad
utilizando la prueba estadistica de Shapiro-Wilk (Shapiro etal., 1968). Ese analisis
solamente confirmé una distribucion de normalidad en los datos de los mutantes prip, park
y prtp-park de 25 dias de edad. Posteriormente, realicé un analisis de homogeneidad de
varianzas empleando la Prueba de Levene (M. B. Brown & Forsythe, 1974), considerando
unicamente los grupos de datos para los cuales no rechacé la hipotesis de normalidad
anteriormente. Los resultados de este analisis indicaron que las varianzas no eran
homogéneas. Debido al incumplimiento de los dos preseptos fundamentales para el empleo
de pruebas estadisticas paramétricas, realicé el analisis estadistico de las comparaciones
entre grupos mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney-Wilcoxon (Mann &

Whitney, 1947). Esta prueba se emplea para comparar distribuciones de datos de grupos
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independientes y de muestras con Ns menores a 30, como es nuestro caso. Por ultimo, creé
representaciones visuales de los resultados de las cuantificaciones para cada genotipo y
edad, combinando graficos de caja y bigotes (box-plots) con graficos de puntos (dot-plots).
Ademas, agregué capas de significancia estadistica para cada comparacion en el script de
los graficos en RStudio. Esto permite visualizar de manera clara las distribuciones de los
datos y los resultados de la prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon en los graficos, utilizando

barras de significancia.
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4.3. Cuantificacién de los niveles de DA y metabolitos asociados a su degradacién

Con el objetivo de cuantificar los niveles del neurotransmisor DA y sus principales
metabolitos de degradacion, el acido dihidroxifenilacético (DOPAC, por su sigla en inglés) y
el acido homovanilico (HVA, por su sigla en inglés), en colaboracién con la Plataforma de
Quimica Analitica del IIBCE, llevamos a cabo mediciones por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) para comparar cerebros de individuos machos adultos de 25 dias de edad
mutantes dobles prip-park con cerebros del mutante park, asi como cerebros de los
genotipos de control, siguiendo el protocolo publicado por Ayajuddin y colaboradores, en el

capitulo 63 del libro Experiments with Drosophila for Biology Courses (Lakhotia, S.C., 2021).

Para ello, disequé y congelé a -80°C, 45 cabezas (triplicados de 15 cabezas por genotipo)
de mutantes w, prtp, park y prip-park, con pinzas de precision DUMONT 5 vy tijeras de
diseccidn bajo lupa estereoscépica WESO SM-300 SERIES en seco. Para evitar la
degradacion de DA durante la colecta de muestras, disequé las cabezas en tandas y las fui
almacenando una a una en tubos Eppendorf previamente colocados en hielo hasta llegar a
un maximo de 5 cabezas por tubo (una tanda). Inmediatamente luego de completar una
tanda, guardé el tubo correspondiente a -80°C y repeti el procedimiento hasta obtener 45
cabezas por genotipo. Las muestras permanecieron almacenadas a -80°C hasta el momento
inmediatamente anterior a su procesamiento para HPLC por parte de las asistentes técnicas

de la Plataforma de Quimica Analitica del IIBCE.

Para el analisis estadistico de los resultados de HPLC y realizar las representaciones

graficas correspondientes, utilicé el software libre Rstudio (http://www.rstudio.com). Analicé

la normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos de cada grupo, aplicando las
pruebas de Shapiro-Wilk (Shapiro et al., 1968) y Levene (M. B. Brown & Forsythe, 1974),

respectivamente. Posteriormente, apliqué la prueba paramétrica t de Student como método
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estadistico para realizar las comparaciones entre grupos (Student, 1908). Finalmente,
generé graficos combinando diagramas de caja y bigotes (box-plots) para cada genotipo con
la técnica de jittering. Esta combinacion proporciona una visualizacion mas precisa de los
datos, ya que cada punto individual queda representado claramente en el contexto del
diagrama. Ademas, agregué capas de significancia estadistica para cada comparacién en el
script de los graficos en RStudio. Esto permite visualizar de manera clara los resultados de

la prueba de t de Student en los graficos, utilizando barras de significancia.
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44. Ensayos de sobrevida

Los fenotipos neurodegenerativos en Drosophila, humanos y otras especies se caracterizan
por un acortamiento significativo de la sobrevida de la poblacion afectada en comparacion

con una poblacion control y en Drosophila, esta diferencia es facilmente cuantificable a

través de ensayos de sobrevida (Figura 11).
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Figura 11. Ensayo de sobrevida en Drosophila. La figura muestra una representacion esquematica del
procedimiento seguido en un ensayo de sobrervida donde se mide (en dias) la supervivencia de individuos
mutantes (conjunto de tubos en rojo) e individuos del grupo control (conjunto de tubos en verde). Se espera

que las moscas mutantes, si sufren procesos neurodegenerativos, sobrevivan significativamente menos que

las moscas control.
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En particular, para realizar los ensayos de sobrevida de esta tesis, utilicé moscas hembras
y machos virgenes de genotipos mutantes w, prtp, park y mutantes dobles prip-park,
seleccionados inmediatamente luego de su eclosion desde las pupas, previamente sexadas
y separadas en cada genotipo para optimizar la colecta. Seleccioné 100 moscas por genotipo
y sexo, separando a las mismas en tubos de aproximadamente 10 individuos. Desde el
primer dia de vida adulta y durante todo el experimento, mantuve las moscas en tubos de
cultivo bajo condiciones estandar (25°C vy ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas) y cada 3 o
4 dias las transferi a tubos con medio de cultivo fresco. Registré dia por medio el numero de

moscas muertas en cada tubo, hasta registrar la muerte de todos los individuos.

Registré los datos en tablas de Excel a medida que los recopilaba y grafiqué las curvas de
sobrevida para cada genotipo y sexo empleando el software libre RStudio

(http://www.rstudio.com). Realicé la estadistica correspondiente empleando el método de

Kaplan-Meier y la prueba de log-rank (Mantel-Cox) (Cox, 1972; Jager et al., 2008; Mantel,

1966).

62



4.5. Ensayos de locomocién (climbing assays)

La neurotransmision dopaminérgica es un elemento importante del control que ejerce el
cerebro sobre la actividad motora, tanto en vertebrados como en invertebrados (Beninger,
1983; Giros et al., 1996; Riemensperger et al., 2011; Zhou & Palmiter, 1995). En 2011,
Riemensperger y colaboradores demostraron que las moscas de una cepa de Drosophila
que carecen de DA neuronal presentan una capacidad de escalada o climbing disminuida

(Riemensperger et al., 2011).

Si bien el decline progresivo en el desempefio motor es un fenémeno que forma parte del
envejecimiento normal, la mayoria de los fenotipos neurodegenerativos en Drosophila
presentan un declive mas acelerado y defectos motores adicionales, que se pueden
cuantificar mediante el ensayo de climbing (Ali et al., 2011; Jaiswal et al., 2012). Este ensayo
mide la capacidad de escalada de las moscas y es muy robusto porque se basa en un reflejo
de geotaxis negativa que las induce a escalar por las paredes de un tubo. Se colocan las
moscas en tubos y luego, mediante un golpe suave de la base de los tubos sobre la mesada,
se induce el reflejo geotaxico negativo y las moscas comienzan a escalar. Esto se registra
en un video que permite posteriormente cuantificar cuantas moscas, en cada tubo, llegan a
escalar hasta una altura de 8 centimetros en los primeros 10 segundos posteriores a la

induccion del reflejo (Ali et al., 2011; Ferreiro Llanes, 2018) (Figura 12).
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Figura 12. Ensayo de locomocion (climbing assay) en Drosophila para la evaluacion del desempeio
locomotor en mutantes de neurodegeneracion. La figura muestra una representacion esquematica del
ensayo en el que se registra la escalada de moscas controles y mutantes con neurodegeneraciéon. En los
grupos mutantes se espera una reduccion en la proporcién de moscas que sobrepasen la linea trazada a 8 cm

de la base del tubo en los primeros 10 segundos, respecto a las moscas control.

Para llevar a cabo los ensayos de climbing, colecté 30 moscas de cada genotipo (abreviados
w, prip, park y mutantes dobles prip-park) y sexo, desde su emergencia de la pupa, para
dejarlas envejecer hasta las edades de las mediciones (5 y 25 dias). Las separé en tubos
de 10 individuos cada uno (3 tubos por genotipo y sexo) y las mantuve en condiciones
estandar de cultivo (25°C, ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas), reemplazando el medio

cada 5 dias para mantenerlo fresco.
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Filmé y cuantifiqué el numero de moscas de cada tubo (por genotipo, sexo y edad de
evaluacion) que pasaban una marca ubicada a 8 cm de la base, durante los 10 segundos
posteriores a la induccion del reflejo de escalada. Realicé 10 iteraciones en cada
experimento, dejando 30 segundos de descanso entre una iteracion y otra. Todos los
ensayos los realicé bajo las mismas condiciones de iluminacién para eliminar posibles
interferencias por efectos de fototaxis. Ingresé los datos obtenidos a tablas de Excel,
clasificandolos por genotipo, sexo y edad. Posteriormente, utilicé el software libre Rstudio

(http://www.rstudio.com) para llevar a cabo el analisis estadistico y las representaciones

graficas correspondientes.

Para evaluar la normalidad y la homogeneidad de las varianzas en cada grupo, condiciones
para la aplicacién de pruebas paramétricas para la comparacion estadistica, apliqué las
pruebas de Shapiro-Wilk (Shapiro et al., 1968) y Levene (M. B. Brown & Forsythe, 1974),
respectivamente. Finalmente, debi emplear las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis
y de Mann-Whitney-Wilcoxon (para la comparacion pareada post hoc) (Kruskal & Wallis,
1952; Mann & Whitney, 1947). Finalmente, generé graficos que combinan diagramas de caja
y bigotes con diagramas de violin para cada genotipo. Esta combinacion brinda una
comprension de la tendencia central y la dispersion de cada grupo, ademas de permitir
visualizar la forma y la simetria de las distribuciones de datos dentro de cada grupo. Tal
como muestro en la seccion de Resultados, esta informacién es especialmente relevante
para analizar e interpretar los resultados de los ensayos de climbing. Ademas, incorporé
capas de significancia estadistica para cada comparacion en el script de los graficos en
RStudio. Esto permite una representacién visual clara de los resultados estadisticos

mediante el uso de barras de significancia en los graficos.
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4.6. Analisis de interacciones de Prtp

Si bien un analisis de las posibles interacciones de Prtp con otras proteinas no estaba
previsto dentro de los objetivos especificos de esta tesis, durante mis actividades de
posgrado me parecio pertinente llevar a cabo un trabajo de este tipo, pensando que podria
enriquecer la interpretacion y discusion de los resultados. Con este fin, realicé varios analisis
de interaccion de Prtp con otras proteinas utilizando la base de datos STRING (https://string-
db.org/) (Szklarczyk etal., 2023), que sistematicamente recoge e integra datos sobre
interacciones fisicas entre proteinas y sobre asociaciones funcionales. Primero, analicé la
red de interacciones tedricas de Prtp, seleccionandolo como unico término inicial e hice lo
mismo con TXNDCS5, su homdlogo humano. Luego, en base a bibliografia que sera
mencionada en la Discusion de este trabajo, seleccioné otras proteinas las cuales seleccioné
junto a Prtp como términos iniciales para la busqueda de posibles redes de interaccion entre
ellas. Analicé la red de interacciones correspondientes a la combinacion de términos Prtp y

KDEL-R y la red de interaccion correspondiente a la combinacién Prtp, Park y Tip60.

Restringi los analisis de forma que las redes de interaccion abarcaran solamente datos
provenientes de resultados experimentales, analisis de co-expresion y bases de datos

curadas. Finalmente, anoté y comenté las funciones de proteinas relevantes para mi tesis.
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5. RESULTADOS

5.1. Construccién de mutantes dobles con alelos de falta de funciéon en los genes

prtp y park, potencial combinaciéon neuroprotectora

Para investigar nuestra hipotesis de que una mutacién en prip (prtpA1) mitigaria el fenotipo
neurodegenerativo causado por una mutacién en park (park?®) decidimos construir el doble
mutante park-prtp (Objetivo especifico 1). Realicé cruzamientos dirigidos entre moscas de
diversos genotipos, siguiendo cuidadosamente el disefio detallado previamente en la

seccion 4.2.1. Los fenotipos resultantes de cada cruzamiento fueron siempre los esperados

y obtuve los individuos experimentales prip-park cuyos genotipos completos son X W'778

PrpATIX: +/+; park®3/+ (hembras) y X V1718 pripAlyy wit18 pripAT. +/+: park?%/+ (machos). Ademas,

generé exitosamente varios stocks intermedios mutantes prip o park balanceados (ver
seccion 4.2.1). Cumplir este primer objetivo fue esencial para evaluar el potencial

neuroprotector de prtp con el plan experimental de esta maestria.
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5.2. Construccién de mutantes simples park, controles de neurodegeneracion

Para investigar nuestra hipdtesis de que una mutacidn en prip mitigaria el fenotipo
neurodegenerativo causado por la mutacion en park decidimos usar como control positivo
del fenotipo neurodegenerativo a moscas portadoras del alelo con falta de funcion park?® en
heterocigosis con el alelo salvaje (+) y en un contexto gendmico mutante w, haciendo

cruzamientos dirigidos siguiendo paso a paso el disefio detallado en la seccion 4.2.2.

Los fenotipos resultantes de cada cruzamiento fueron exactamente los esperados y obtuve

los individuos de interés con los genotipos X W/178/X W1118: +/+- park?5/+ (hembras) y X W1178/Y:

+/+:; park?/+ (machos).
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5.3. El anticuerpo anti-Prtp funciona correctamente en inmunohistoquimica de

glandula salival de larva L3 de Drosophila, tejido positivo para la expresiéon de Prtp

Para corroborar el correcto funcionamiento del anticuerpo anti-Prtp (Kuraishi et al., 2009)
qgue seria empleado para analizar la expresiéon normal de Prtp en cerebro adulto, realicé una
tincion inmunohistoquimica de glandula salival de larvas L3 de Drosophila, tejido positivo

para la expresion de Prtp (htips://flybase.org/reports/FBgn0030329#%expression _sub)

(Robinson et al., 2013). Empleé esta técnica utilizando glandulas de machos WT (n = 3),
como control positivo y mutantes nulos prtp (n = 3 por cada genotipo), como control negativo.
La Figura 13.A presenta imagenes representativas del resultado de este experimento,
donde obtuve una nitida respuesta, con inmunofluorescencia en las glandulas salivales de
larvas WT y ausencia de inmunoflurescencia en las glandulas de larvas mutantes,

demostrando que el anticuerpo anti-Prtp funciona correctamente.

Secundariamente, encontré un patron de distribucion intracelular de Prtp aun no descripto
para esta proteina. Como se muestra en la Figura 13.B, en este estadio del desarrollo las
células glandulares acumulan Prtp en el sistema de membranas y en el interior de

estructuras vacuolares.
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Figura 13. El anticuerpo anti-Prtp funciona correctamente. A. La figura muestra imagenes de varios planos
confocales proyectados en el eje Z de glandulas salivales de larvas L3 de Drosophila WT y mutantes nulos prip
(prtpA1), tefidas con DiO C18 para el marcaje de membranas (en verde), con verde de metilo (MG, por su sigla
en inglés) para la deteccion de nucleos (en azul) y con anti-Prtp para la deteccion de la proteina Prtp (en
magenta). B. La imagen muestra un plano confocal de una glandula salival de larva L3 WT donde se observa
mas claramente la distribucion subcelular de Prtp, con acumulacion en membranas y estructuras vacuolares.

N=3 machos por genotipo. Aumento de 20X. Barras de escalas: 50 um.
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5.4. Prtp se expresa en neuronas dopaminérgicas PPL1 de adultos WT y colocaliza

parcialmente con la enzima TH

Para investigar si Prtp se expresa normalmente en neuronas dopaminérgicas PPL1 de
adultos de Drosophila (Objetivo especifico 2), usé una tincion inmunohistoquimica especifica
para la enzima TH, que es un excelente marcador de las neuronas dopaminérgicas. Analicé

el cerebro de tres machos adultos de 5 dias de edad de la cepa WT y los resultados

demostraron claramente la expresion de la proteina Prtp en neuronas dopaminérgicas PPL1

(Figura 14).

Adicionalmente, el analisis de la colocalizacion de Prtp con TH, que realicé como describi en
la seccion de metodologia 4.3.2., revel6 una correlacion positiva sélida entre la intensidad
de las sefales correspondientes a TH y a Prtp a nivel de la célula completa (coeficiente de
correlacion de Pearson (R) = 0.501, en promedio, Tabla 1). De manera descriptiva, el 53%
de la sefal de TH se superpuso con la sefal de Prtp (Coeficiente de Manders M1 promedio),
y el 40% de la sefal de Prtp se superpuso con la sefial de TH (Coeficiente de Manders M2
promedio). La colocalizacion parcial de Prtp con el marcador dopaminérgico TH se observo
también claramente al estudiar la correspondencia topografica entre la distribucion de
intensidades de ambas fluorescencias, como se ilustra graficamente en la Figura 14.C . En
este caso, los dos perfiles de intensidad de fluorescencia a lo largo de una linea trazada a
través de la imagen de la célula también revela que los picos de intensidad de fluorescencia
de la senal de Prtp se encuentran por dentro de la distribucion de intensidad de fluorescencia

bajo la recta de la sefial de TH, flanqueados por los picos de esta ultima (Figura 14.C).
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Figura 14. Expresion de Pretaporter (Prtp) en neuronas dopaminérgicas PPL1 de cerebros de machos
adultos WT de Drosophila de 5 dias de edad. A. Proyecciones en Z de tres planos confocales del hemisferio
derecho del cerebro central (vista posterior), tefiido con anti-Prtp (en verde) y anti-TH (en magenta). La imagen
muestra parte de las neuronas dopaminérgicas (magenta) pertenecientes al grupo PPL1 (dentro del marco
blanco) a un nivel del protocerebro donde se ve el célix del corpora pedunculata, referencia anatémica usada
para la localizacién del grupo PPL1. Aumento de 40X. Barra de escala: 20 ym. B. Ampliacion de la regién de
neuronas PPL1 mostradas dentro del marco blanco en A, utilizando el objetivo de 63X, zoom digital 5X y
procesamiento de deconvolucién. La linea amarilla muestra exactamente dénde se ubicé el vector usado para
registrar la intensidad de fluorescencia en ambos canales, tal como se grafica en C. Barra de escala: 5 ym. C.
Imagen representativa del andlisis de intensidad de fluorescencia a lo largo de la linea trazada en cada canal
(linea amarilla en la figura B), que muestra de forma grafica la colocalizacion parcial de los marcadores Prtp y

TH. N = 3 cerebros (7 neuronas PPL1 analizadas).
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Tabla 1. Analisis de colocalizacion de los marcadores Prtp y TH en neuronas dopaminérgicas PPL1 de

cerebros de machos adultos de Drosophila de 5 dias de edad.

Neurona Coeficiente de correlacion de Pearson (R) Coeficiente de Manders (M1) Coeficiente de Manders (M2)

1 0,424 0,419 0,597

2 0,323 0,309 0,315

3 0,594 0,633 0,468

4 0,602 0,924 0,309

5 0,468 0,455 0,386

6 0,541 0,471 0,324

7 0,556 0,511 0,403
Promedios 0,501 0,532 0,400
Desvios estandar 0,102 0,199 0,104

M1: Fraccién de area de la marca TH superpuesta a la marca Prtp. M2: fracciéon de area de la marca Prtp

superpuesta a la marca TH.
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5.5. La ausencia de expresion del Prtp protege contra la pérdida de neuronas

dopaminérgicas PPL1 causada por la mutacion del gen park

A partir de nuestra hipotesis principal, adelantamos la hipotesis de que la falta de funcion de
prtp en mutantes con falta de funcidn en park alivia la pérdida de neuronas dopaminérgicas
causada por la mutacion en park. En consecuencia, propusimos cuantificar las neuronas
dopaminérgicas del cluster PPL1 en individuos mutantes dobles prtp-park y compararlos con
mutantes park y controles (Objetivo especifico 3). Usé la tincion inmunohistoquimica
especifica para TH con el fin de cuantificar las neuronas PPL1 en los diferentes genotipos

(Figura 15) y el resultado revel6 que, en moscas de 25 dias de edad, el numero de neuronas

PPL1 en los mutantes dobles prtp-park es significativamente mayor en comparacion con los

mutantes park (Figura 16.B, p<0,05), en apoyo a nuestra hipotesis.

Ademas de ese resultado principal, observé que a los 25 dias de edad el numero de
neuronas PPL1 en moscas con mutacion en park también es significativamente menor en
comparacion con moscas de todos los otros genotipos analizados (Figura 16.B, p<0,05 para
todas las comparaciones restantes) incluyendo el genotipo WT (p<0,01), no mostrado en la
figura. En cambio, en moscas de 5 dias de edad no observé diferencias significativas entre
los mutantes park y ninguno de los otros genotipos analizados, incluyendo WT, no mostrado
en la figura (Figura 16.A, NS). Ademas, tampoco detecté diferencias significativas en el
numero de neuronas PPL1 al comparar mutantes dobles prip-park con sus controles prip y
w en moscas de 5y 25 dias de edad (Figura 17.A y B, NS). Finalmente, tampoco observé
diferencias significativas en el numero de neuronas PPL1 entre mutantes simples prip y

mutantes w en moscas de ambas edades analizadas (Figura 17 Ay B, NS).

Respecto a las comparaciones intragenotipicas, las moscas park de 25 dias de edad
presentaron significativamente menos neuronas PPL1 que las moscas park de 5 dias de
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edad (Figura 17.C, p<0,01). Esta diferencia entre moscas del mismo genotipo, pero de dos
edades distintas no fue observada en moscas de los otros genotipos (Figura 17 (A, By D,

NS), incluyendo también a WT, no mostrado en la figura.
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PPL1

prtp park prtp-park

Figura 15. Inmunotincién con anti-tirosina-hidroxilasa (anti-TH) para la cuantificacion comparativa de

neuronas dopaminérgicas PPL1 en cerebros completos de machos adultos de Drosophila mutantes
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dobles prtp-park en comparacion con mutantes park y controles. A. Planos confocales proyectados en Z
de cerebro de macho adulto WT de 25 dias de edad tefiido con anti-TH (magenta). Obsérvese que la imagen
muestra el calix del corpora pedunculata, usado como referencia anatomica para la localizacion del grupo
PPL1. Las neuronas del grupo PPL1 estan enmarcadas por un anillo blanco en ambos hemisferios cerebrales
(vista posterior). Aumento de 20X. Barra de escala: 40 ym. También se observan neuronas dopaminérgicas
pertenecientes a otros grupos, que no fueron considerados en nuestra cuantificacion. B-D. Imagenes
representativas del grupo PPL1 en moscas de tres genotipos mutantes estudiados (imagenes correspondientes
al hemisferio cerebral izquierdo de machos adultos de 25 dias de edad tefidos con anti-TH (magenta). Aumento

de 40X. Barra de escala: 20 ym.
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Figura 16. Comparaciones intergenotipicas del nimero de neuronas dopaminérgicas PPL1 a 5 y 25 dias de edad. La figura presenta los resultados

de la cuantificacion en moscas de 5 dias (A) o 25 dias (B) de edad. Los ejes de las abscisas muestran las edades analizadas y los ejes de las ordenadas

representan el nimero de neuronas PPL1 contabilizadas para cada genotipo analizado. Prueba de Mann—Whitney—Wilcoxon p < 0,05 (*), NS: No

significativo. N = 10 machos por genotipo y edad.
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Figura 17. Comparaciones intragenotipicas del nimero de neuronas dopaminérgicas PPL1 en moscas de 5 y 25 dias de edad. Los ejes de las

abscisas muestran los genotipos analizados y los ejes de las ordenadas representan el numero de neuronas PPL1 contabilizadas para cada edad analizada

(A-D). Prueba de Mann—Whitney—Wilcoxon p < 0,01 (**), NS: No significativo. N = 10 machos por genotipo y edad.
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5.6. Los mutantes dobles pritp-park exhiben un aumento no significativo de los

niveles de DOPAC y HVA en relacidon con los mutantes park

Para investigar si la falta de funcion de prip alivia la reduccion de los niveles de DA observada
en mutantes park y si genera un cambio en los niveles de DOPAC y HVA, los principales
metabolitos de degradacion de la DA (Objetivo especifico 4), en conjunto con la Plataforma
de Quimica Analitica del IIBCE analizamos por HPLC los niveles de estos compuestos en
cabezas machos de 25 dias de edad mutantes dobles prtp-park, mutantes park y controles.
No logramos medir los niveles de DA, pero los resultados del analisis de sus metabolitos

mostraron que existe una tendencia no significativa hacia el aumento de los niveles de

DOPAC vy HVA en los mutantes dobles prip-park en comparacion a los mutantes park

(Figuras 18 y 19).

Los niveles de DOPAC resultaron significativamente mayores en los mutantes prip simples
en relaciéon a mutantes w y park (Figura 18, p<0,05 para ambas comparaciones). Ademas,
fueron significativamente mayores en las moscas WT que en las moscas de los demas

genotipos analizados (p<0,01 para todas las comparaciones, dato no incluido en figura).

En cuanto a los resultados para HVA, ademas de lo previamente mencionado, no se
observaron diferencias significativas entre ninguno de los grupos analizados, aunque se
observaron las mismas tendencias que para DOPAC (Figura 19, NS para todas las

comparaciones).
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Figura 18. Cuantificacion por HPLC de los niveles de DOPAC en cerebros de machos adultos de 25 dias
de edad de todos los genotipos analizados. El eje de las abscisas menciona los genotipos analizados v el
eje de las ordenadas representa los valores de concentracion de DOPAC (ng/mL). Soélo se muestran los
resultados de las comparaciones estadisticamente significativas y la comparacién no significativa relevante
prip-park vs park. Prueba t de Student. p < 0,05 (*), NS: No significativo. N = 45 machos por genotipo (3 réplicas

de 15 individuos por muestra).
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Figura 19. Cuantificacion por HPLC de los niveles de HVA en cerebros de machos adultos de 25 dias
de edad de todos los genotipos analizados. El eje de las abscisas menciona los genotipos analizados vy el
eje de las ordenadas representa los valores de concentracion de HVA (ng/mL). La prueba t de Student no
arrojo diferencias significativas entre las diferentes comparaciones. N = 45 machos por genotipo (3 réplicas de

15 individuos por muestra).
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5.7. Los machos mutantes dobles para prtp-park sobreviven significativamente mas

que los mutantes de neurodegeneracion park

Con el objetivo de investigar si la falta de funcidon de prtp protege contra la reduccion de la
sobrevida observada en los mutantes park, propusimos cuantificar la sobrevida de los
mutantes dobles prtp-park en relacién a los park y en comparacion con el resto de los
controles (Objetivo especifico 5), mediante ensayos de sobrevida realizados tanto en
machos como en hembras. En esta seccidén informo sobre los resultados encontrados para
los machos, mientras que en la préxima seccidén informaré sobre los resultados de las

hembras.

En primer lugar y en apoyo a la hipotesis central de esta tesis, encontré que los machos

mutantes dobles prip-park sobreviven significativamente mas que los mutantes de

neurodegeneracion park (Figura 20, p<0,0001). Inesperadamente, las moscas con la doble

mutacion sobreviven significativamente mas que las de todos los grupos control (Figura 20,
p<0,0001). Sorprendentemente, también encontré que los machos mutantes prip tienen una
menor sobrevida que los machos w, pero no respecto a los park, los cuales no se diferencian

de los w (Figura 20, p<0,05, NS, NS, respectivamente).

La Figura 20 también muestra la vida media, definida como el tiempo (expresado en dias)
cuando sobrevive el 50% de las moscas de cada genotipo, siendo 52 dias para los machos
mutantes park, 55 dias para los prtp, 59 dias para los wy 73 dias para los doble mutantes

prtp-park.

&3



100%

g

park

prip
prip-park
- w

90%

80%

70%

60%

50%

Sobrevida

40%
30%
20%

10%

0% Lo [
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Dias

Figura 20. Cuantificacion de la sobrevida en machos mediante el método de Kaplan-Meier. El eje de las
abscisas muestra el tiempo en dias y el eje de las ordenadas representa la sobrevida (expresada en
porcentajes). Los doble mutantes prip-park (en verde) sobreviven significativamente mas que los mutantes
simples park (en rojo). Prueba de log-rank (Mantel-Cox). p < 0,0001 (****). También sobreviven
significativamente mas que el resto de los controles analizados. Prueba de log-rank (Mantel-Cox). p < 0,0001
(****). Los mutantes park (en contexto w) (en rojo) no muestran diferencias significativas en relaciéon con los
mutantes w (en negro) ni con los mutantes prtp (también en contexto w) (en anaranjado). Sin embargo, estos
ultimos sobreviven significativamente menos que w. Prueba de log-rank (Mantel-Cox). p < 0,05 (*). Las lineas

punteadas muestran los valores de vida media para cada genotipo. N = 100 machos por genotipo.
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5.8. La sobrevida de las hembras mutantes dobles prtp-park es significativamente

mayor que la de las mutantes de neurodegeneracién park hasta el dia 59 de vida

En un primer analisis de la sobrevida en hembras de los distintos genotipos, los resultados
no mostraron diferencias significativas de sobrevida entre las mutantes prip-park y las
mutantes park, a pesar de que sus curvas de sobrevida (verde y roja) son aparentemente
diferentes (Figura 21, NS). Esta observacion me estimuld a analizar los datos desde otro
punto de vista, acotando la prueba de Mantel Cox desde el tiempo inicial del ensayo (dia 0)
hasta los puntos temporales en los cuales los intervalos de confianza para las curvas de
sobrevida de ambos mutantes comienzan a solaparse (Figura 22). A través de este analisis,

determiné que la probabilidad de supervivencia de las hembras mutantes dobles prip-park

es significativamente mayor que la de las park hasta el dia 59 de vida, lo que equivale

aproximadamente a 2/3 de la vida maxima del grupo (Figura 22, p<0,05).

Sumado a esto, las mutantes prip-park presentaron una mayor sobrevida respecto a todos
los demas controles analizados (Figura 21, p<0,0001 para todas las comparaciones).
Interesantemente, los datos mostraron que la probabilidad de sobrevida de las hembras
mutantes prip (en contexto mutante w) es significativamente menor que la de las hembras
mutantes en w o en park (en contexto mutante w) (Figura 21, p<0,0001). A diferencia de los
machos, las hembras mutantes park presentaron una mayor sobrevida que las mutantes w
(Figura 21, p<0,0001), que cambia de sentido en torno al dia 55. Para analizar esto, empleé
nuevamente un analisis de Mantel-Cox acotado en el tiempo (Figura 23). Encontré que
desde el dia 0 hasta el dia 70 de vida, no existen diferencias significativas en la sobrevida
de ambos genotipos. Sin embargo, pasados los 70 dias, la probabilidad de sobrevida de las

mutantes park es significativamente mayor que la de las w (Figura 23, p<0,0001).
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Por ultimo, las Figuras 21-23 también muestran la vida media de las hembras de cada
genotipo, siendo 76 dias para las mutantes park y para las doble mutantes prip-park, 62 dias

para las mutantes prtp y 70 dias para w.
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Figura 21. Cuantificacion de la sobrevida en hembras mediante el método de Kaplan-Meier. El eje de las
abscisas muestra el tiempo en dias y el eje de las ordenadas representa la sobrevida (expresada en
porcentajes). La figura muestra que, si bien las curvas de sobrevida de las hembras doble mutantes prip-park
(en verde) y de las mutantes park (en rojo) visualmente parecen muy diferentes, no existen diferencias
estadisticas entre estos dos genotipos. Prueba de log-rank (Mantel-Cox), p = 0,5. Las hembras doble mutantes
prip-park tuvieron mejor sobrevida que las de los controles wy prip (en negro y anaranjado, respectivamente).
Prueba de log-rank (Mantel-Cox), p < 0,0001 (****) para las dos comparaciones. Los mutantes park tienen una
probabilidad de sobrevida significativamente mayor que la de las mutantes w. Prueba de log-rank (Mantel-Cox),
p < 0,0001 (****). Los mutantes prtp también sobreviven significativamente menos que los mutantes w (en
negro). Prueba de log-rank (Mantel-Cox), p < 0,0001 (****). Las lineas punteadas muestran los valores de vida

media para cada genotipo. N = 100 hembras por genotipo.
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Figura 22. Curvas de sobrevida de hembras mutantes dobles prtp-park y park realizadas por el método
Kaplan-Meier con intervalos de confianza. La figura muestra las curvas de sobrevida de los genotipos park
y park-prtp y los intervalos de confianza asociados a las mismas. El eje de las abscisas muestra el tiempo en
dias y el eje de las ordenadas representa la sobrevida expresada en porcentajes. La probabilidad de
supervivencia de las hembras doble mutantes prtp-park es significativamente mayor que la de las hembras
park hasta el dia 59 de vida, lo que equivale aproximadamente a 2/3 de la vida maxima registrada en ese
grupo. Prueba de log-rank (Mantel-Cox) acotada al espacio temporal entre los dias 0 y 59, p < 0,05 (*). La linea
punteada muestra el valor de vida media para cada genotipo, que en este caso es el mismo para ambos

genotipos. N = 100 hembras por genotipo.
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Figura 23. Curvas de sobrevida de hembras mutantes park y w calculadas con el método Kaplan-Meier
con intervalos de confianza. El eje de las abscisas muestra el tiempo en dias y el eje de las ordenadas
representa la sobrevida expresada en porcentajes. La figura muestra las curvas de sobrevida para los
genotipos especificados y los intervalos de confianza asociados a las mismas, que son significativamente
diferentes entre los dias 70 y 90 de vida. Prueba de log-rank (Mantel-Cox) acotada al espacio temporal entre
los dias 70 y 90, p < 0,0001 (****). Las lineas punteadas muestran el valor de vida media para cada genotipo.

N = 100 hembras por genotipo.
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5.9. La habilidad motora de los mutantes dobles prip-park es mayor que la de los

mutantes de neurodegeneracion park en hembras

Para investigar si la ausencia de prtp protege contra la reduccion de la habilidad locomotora
observada en los mutantes park, propusimos cuantificar la habilidad locomotora de
individuos prtp-park en comparacion a park y controles (Objetivo especifico 6), mediante
ensayos de climbing realizados en machos y hembras y a dos edades (5 y 25 dias). No
encontré diferencias entre los genotipos park y park-prip cuando comparé machos y

hembras de 5 dias de edad (Figuras 24.A, NS y 25.A, NS). A los 25 dias de edad, por el

contrario, encontré diferencias entre genotipos. La habilidad motora de las hembras

mutantes prip-park fue significativamente mayor que la de las hembras park (Figura 25.B,

p<0.,001) v en machos ocurre lo contrario (Figura 24.B, p<0,001).

A los 5 dias, los machos mutantes prip, park y pritp-park (todos ellos en contexto mutante w)
presentaron una habilidad motora significativamente menor que el control w (Figura 24.A,
p<0,001 para todas las comparaciones). A los 25 dias, estas diferencias se mantienen
(Figura 24.B, p<0,001 para todas las comparaciones). Entre las hembras encontré
exactamente lo mismo (Figuras 25.A, p<0,001 para todas las comparaciones y 25.B, p<0,01

para w vs prip-park y p<0,001 para el resto).

Interesantemente, las moscas mutantes prip tuvieron un desempefio motor
significativamente menor que las moscas park a la edad de 5 dias, en ambos sexos (Figuras
24 A, p<0,001 y 25.A, p<0,001). Al comparar moscas de 25 dias, encontré que esta
diferencia no es significativa en los machos (Figura 24.B, NS) mientras que en hembras

esta relacion se invierte (Figura 25.B, p<0,001).
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Finalmente, la Figura 26 muestra una comparacion de la habilidad motora entre moscas de
5y 25 dias de edad (A y B). Observé que el desempefio motor disminuye con la edad en
todos los genotipos y en ambos sexos, excepto en las hembras de la cepa w (Figura 26.B).
Es interesante que el decaimiento de la capacidad de escalada con el envejecimiento de los
machos doble mutantes prip-park parece comportarse de la misma forma que el de las
hembras park (curva verde en machos y curva roja en hembras) y lo mismo sucede con el
decaimiento en las hembras prip-park y en los machos park (curva verde en hembras y curva
roja en machos). La pendiente de las curvas de decaimiento (tasa de disminucion de la
actividad locomotora con la edad) de los machos park y de las hembras prip-park es
exactamente la misma (-0,150) y la de las hembras park y machos prip-park es muy similar

(-0,275y -0,250, respectivamente).
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Figura 24. Evaluacion de la habilidad motora a través de ensayos de climbing en machos. La figura
muestra los resultados de los ensayos de climbing de machos de (A) 5y (B) 25 dias de edad, de cada uno de
los cuatro genotipos comparados aqui. El eje de las abscisas muestra el genotipo y el de las ordenadas el
numero de moscas que cumplieron la prueba (trepar en no mas de 10 segundos una distancia previamente
definida, ver detalles en Estrategia Experimental). Prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon, p < 0,001 (***), p < 0,01
(**). NS: No Significativo. N = 30 por genotipo y edad.
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Figura 25. Evaluacion de la habilidad motora a través de ensayos de climbing en hembras. La figura
muestra los resultados de los ensayos de climbing hechos con hembras de (A) 5y (B) 25 dias de edad, de los
cuatro genotipos comparados. El eje de las abscisas muestra el genotipo y el de las ordenadas el numero de
moscas que pasaron la linea en un periodo de 10 segundos. Prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon, p < 0,001

(***), p < 0,01 (**), p < 0,05 (*). NS: No Significativo. N = 30 por genotipo y edad.
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Figura 26. Decaimiento de la habilidad motora con el envejecimiento. La figura presenta los resultados de
la comparacion de la habilidad motora en moscas de los genotipos evaluados de dos edades. El eje de las
abscisas muestra la edad (5 y 25 dias) y el eje de las ordenadas muestra las medianas del nimero de machos

(A) y hembras (B), de 5y 25 dias de edad, que cruzaron la linea en un periodo de 10 segundos.
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5.10. Analisis de interacciones de Prtp

En el analisis de las posibles interacciones de Prtp con otras proteinas que realicé utilizando
la base de datos STRING (https://string-db.org/) (Szklarczyk et al., 2023) observé, en primer
lugar, que Prtp interaccionaria con 10 proteinas y que muchas de estas asociaciones estan
sustentadas en datos experimentales. Algunas de estas proteinas estan relacionadas a
funciones de plegamiento de proteinas como Jafrac2, una peroxidasa redoxina responsable
de la regulacion de los niveles de perdxido de hidrégeno y con un papel en la formacién de
enlaces disulfuro durante el plegamiento de proteinas

(https://flybase.org/reports/FBgn0040308), Hsc70-3, una chaperona residente en el RE

(https://flybase.org/reports/FBgn0001218), Eroil, una oxidasa de tioles

(https://flybase.org/reports/FBgn0261274) y las disulfuro isomerasas Pdi

(https://flybase.org/reports/FBan0286818) y Wbl (https://flybase.org/reports/FBgn0004003)

(Figura 27). También encontré que Prtp habia sido vinculada a proteinas relacionadas a
mitofagia, como lo es la Dnasall (localizada en lisosomas y responsable de la degradacion

de ADN mitocondrial durante la autofagia; https://flybase.org/reports/FBgn0000477) y a

proteinas vinculadas al transporte intracelular y ensamblaje de vesiculas, como Clc, que

codifica la cadena liviana de clatrina (https://flybase.org/reports/FBgn0024814).

En segundo lugar, en el analisis para el homologo humano de Prtp, TXNDCS5 (Figura 28),
observé que la red de interacciones contiene varias proteinas vinculadas a la biogénesis
lisosomal y al transporte vesicular, como las proteinas BLOC1S4, DTNBP1, BLOC1S6 y

NAPA, respectivamente.

En tercer lugar, observé que en la red de interacciones para Prtp y el receptor KDEL-R

(Figura 29) se encuentra la proteina Manf, un factor neurotréfico evolutivamente

95



conservado, relevante para la sobrevida de las neuronas dopaminérgicas y asociado a la

regulacion del metabolismo de DA (https://flybase.org/reports/FBgn0027095#expression).

Por ultimo, como muestra la Figura 30, en la red de interacciones proteina-proteina para
Prtp, Park y Tip60 se encuentra la proteina Dynamin-related Protein (Drp1 en la imagen),
que codifica una GTPasa Dynamin-like involucrada en la fision mitocondrial

(https://flybase.org/reports/FBan0026479), proceso necesario para la correcta eliminacion

de mitocondrias defectuosas y la proteina Shibire (shi en la imagen), nombre de la dinamina
de Drosophila, involucrada en el reciclaje de vesiculas sinapticas a través endocitosis

mediada por clatrina (https://flybase.org/reports/FBgn0003392).
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Figura 27. Analisis mediante STRING de posibles interacciones de Prtp. Las esferas representan proteinas
asociadas a Prtp. Los colores de la lineas representan el tipo de evidencia usada para predecir la interaccién:
experimental (magenta), bases de datos curadas (Reactome, KEGG) (celeste) y co-expresion (negro). Imagen

obtenida en https://string-db.org/
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Figura 28. Analisis mediante STRING de posibles interacciones de TXNDC5 (homélogo humano de
Prtp). Las esferas representan a las proteinas actualmente asociadas a TXNDC5. Los colores de la lineas
representan el tipo de evidencia usada para predecir la interaccion: experimental (magenta), bases de datos

curadas (Reactome, KEGG) (celeste) y co-expresion (negro). Imagen obtenida en https://string-db.org/
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Figura 29. Analisis mediante STRING de la red de interacciones de Prtp y el receptor KDEL-R. Las esferas
representan las seis proteinas actualmente asociadas a Prtp y KDEL-R. Los colores de la lineas representan
el tipo de evidencia usada para predecir la interaccion: experimental (magenta), bases de datos curadas
(Reactome, KEGG) (celeste), analisis de co-expresion (negro), textmining (verde). Imagen obtenida en

https://string-db.org/
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Figura 30. Anadlisis mediante STRING de la red de interacciones de Prtp, Park y Tip60. Las esferas
representan las cinco proteinas asociadas a Prtp, Park y Tip60. Los colores de la lineas representan el tipo de
evidencia usada para predecir la interaccion: experimental (magenta), bases de datos curadas (Reactome,

KEGG) (celeste), co-expresion (negro) y textmining (verde). Imagen obtenida en https://string-db.org/
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6. DISCUSION

En esta tesis, investigamos la hipotesis de que la falta de expresioén del gen prip tiene un
efecto neuroprotector frente a la neurodegeneracion observada en moscas mutantes park,
modelo clasico de EP. Los resultados obtenidos a través del plan experimental dirigido a
cumplir los objetivos especificos planteados proporcionaron informacion relevante que da un
fuerte apoyo a esta hipdtesis. Que la ausencia de expresion de prip proteja al menos
parcialmente contra la neurodegeneracion causada por la falta de funcion en park nos

permite sugerir una relacion funcional entre ambos genes.

El cuarto objetivo especifico proponia cuantificar los niveles de DA y sus dos metabolitos de
degradacion principales, pero no pudimos cumplirlo en su totalidad, ya que no logramos
medir los niveles de DA. Debo resaltar que nos basamos estrictamente en un protocolo ya
puesto a punto por otros grupos y especifico para la medicion de DA en el cerebro adulto de
Drosophila. Una posible explicacion seria que la DA podria haber sufrido degradacion a lo
largo del procesamiento de las muestras pero, como estas siempre estuvieron en frio, desde
la colecta hasta el momento de entregarselas a la Plataforma, esta opcion parece poco
probable. Las técnicas de la Plataforma también nos mencionaron que la DA podria haber
sufrido cierta degradacion en la fase final, durante el procesamiento en paralelo de todas las
muestras o durante el tiempo previo a la inyeccion de cada muestra en el equipo. Otra
posible explicacion podria ser que en el cromatograma el pico correspondiente a la DA
estuviese enmascarado por el del DOPAC, que se encontraba en abundancia y tiene un
tiempo de elusién cercano al de la DA. De ser este el problema, quizas podria ser
solucionado por medio de nuevos ensayos disefiados para tratar de mejorar el método de
medicion de DA a partir de muestras de Drosophila, pero consideramos que el objetivo no

justificaria el tiempo demandado por esa actividad dentro de los plazos de mi proyecto de
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tesis y luego de realizar tres intentos decidimos conformarnos con las mediciones obtenidas

para DOPAC y HVA, que resultaron informativas.
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6.1. Expresion de Prtp en neuronas dopaminérgicas PPL1

Durante la puesta a punto del método inmunohistoquimico elegido para analizar la expresion
de Prtp en neuronas dopaminérgicas PPL1, hicimos algunas observaciones que merecen

ser mencionadas y seran discutidas mas adelante, hacia el final de esta seccidn.

Nuestro analisis inmunohistoquimico de la expresion de Prtp en el cerebro de moscas
normales y mutantes con falta de funcién en prip reveld la presencia de esta proteina en
neuronas dopaminérgicas PPL1. Las imagenes obtenidas fueron de alta calidad (Figura 14),
lo cual permite sacar conclusiones firmes. Los datos de transcriptomica y de single-cell
disponibles al comienzo de este proyecto constituian una firme evidencia sobre la expresion
de prtp (deteccidn de su ARNm) en neuronas no identificadas y en determinados subtipos
celulares. Nuestro resultado representa un avance considerable porque reporta, por primera
vez, la expresion de Prtp en neuronas del subtipo neuronal “dopaminérgicas”. Mas
especificamente para esta tesis, nuestra identificacién de Prtp en las neuronas del grupo
PPL1 da fuerte respaldo a nuestra idea de que esta proteina podria desempefiar un papel
en la funcion normal de estas neuronas. Al llevar el analisis un poco mas lejos, con tinciones
dobles y analisis de co-localizacion de fluorescencia obtuve datos cuya interpretacién mas
sencilla es que en las neuronas PPL1 las proteinas Prtp y TH colocalizan parcialmente

(Figura 14 y Tabla 1).

El analisis de la co-localizacion de las dos marcas fluorescentes también mostré que la seial
de Prtp se encuentra flanqueada por la sefal de TH en cerebros normales. A modo de
perspectiva, seria interesante investigar qué sucede con la colocalizacién de estas dos
sefales en cerebros con neurodegeneracion, como los de mutantes park. En tal caso,
esperaria encontrar a la sefial de Prtp flanqueando a la de TH en al menos algunas PPL1,

sugiriendo la translocacion de Prtp hacia la membrana plasmatica, donde funcionaria como
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sefal para la fagocitosis glial (Kuraishi et al., 2009) de las neuronas alteradas por la
degeneracion. Comprobar la posible localizacion subcelular de Prtp en la membrana
plasmatica de las PPL1 en los mutantes park requeriria del uso adicional de marcadores
especificos de membrana plasmatica, nuevos analisis de colocalizacion y probablemente el
uso de técnicas Opticas que permitan superar los limites de la resolucion espacial permitida
por la microscopia confocal, como la Transferencia de Energia por Resonancia de Forster

en combinacion con microscopia confocal (Deal et al., 2020).

Adelanté anteriormente que durante la puesta a punto del método inmunohistoquimico
empleado para probar el funcionamiento del anticuerpo anti-Prtp hice algunas observaciones
interesantes sobre la distribucion subcelular de Prtp en glandula salival de larvas L3.
Encontré que estas células parecerian acumular Prtp en membranas y en el interior de
vacuolas de gran tamano (Figura 13). Si bien este resultado no aporta al tema central de la
tesis, lo considero novedoso e interesante per se, ya que es el primer reporte histologico de
la distribucién de Prtp en este tejido y sera incluido posteriormente a la defensa de mi tesis
en una micropublicacion. Por un lado, las larvas L3 tienen una actividad endocitica
extraordinaria en las glandulas salivales, lo que genera la formacién de vacuolas acidas, que
luego aumentan de tamano mediante trafico endosomal y posteriormente se neutralizan
(Farkas et al., 2015). Por otro lado, la sefal de retencién en RE de Prtp es una secuencia

HDEL (https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9VYV3/entry), capaz de unirse al receptor

transmembrana KDEL-R de Drosophila, pero cuando el pH es relativamente neutro, como
ocurre en el lumen del RE, la afinidad de esta unién es baja (Abrams et al., 2013; Alberts
et al., 2002). Sin embargo, la afinidad de este receptor por la secuencia HDEL aumenta a
menor pH, como el del complejo de Golgi y las agrupaciones tubulo-vesiculares. Esto permite
que las proteinas residentes del RE sean devueltas eficientemente al lumen de este organelo

mediante transporte vesicular (Alberts et al., 2002). Considerando que se desconoce el
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mecanismo por el cual Prtp se transloca a la membrana plasmatica tras estimulos
apoptoticos (Kuraishi et al., 2009) y que durante los procesos apoptoticos ocurre un
descenso general del pH intracelular (Gottlieb et al., 1995), creo que mis resultados permiten
sugerir que el mecanismo de translocacion de Prtp podria involucrar, al menos en parte, la
disrupcion de su retencion en el lumen del RE mediante su unidn a receptores KDEL-R

transmembrana debido a la disminucién general del pH intracelular.
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6.2. Numero de neuronas dopaminérgicas PPL1

Uno de los resultados mas relevantes en apoyo de nuestra hipotesis es que la ausencia de
expresion del gen prip mitiga la pérdida de neuronas PPL1 causada por la falta de funcién
en park (Figura 17). Esto refuerza nuestra idea inicial de que la falta de funcion en prip

tendria una funcion neuroprotectora.

Una posible interpretacidn seria a través de una interaccion entre Prtp y Drpr. Cuando existe
dafo neuronal, ocurre una regulacion positiva de Drpr (MacDonald etal.,, 2013) y la
sobreexpresion de Drpr en cerebros de Drosophila causa la pérdida de neuronas
dopaminérgicas por fagoptosis (fagocitosis de neuronas vivas) mediada por la glia
hiperreactiva. El enmascaramiento de la fosfatidilserina, otro ligando de Drpr, no basta para
detener la fagoptosis de neuronas dopaminérgicas (Hakim-Mishnaevski et al., 2019). A partir
de estos antecedentes y dado que la ausencia de Prtp es suficiente para prevenir la muerte
celular en otro tejido (Aggarwal et al., 2022), sugerimos que la ausencia de Prtp podria
mitigar la muerte de neuronas dopaminérgicas en los mutantes park debida a una regulacion

positiva de Drpr glial.

Adicionalmente, podriamos sugerir una segunda funcion, a nivel de mitocondrias. Como fue
mencionado antes, los mutantes park presentan defectos mitocondriales en tejidos
energéticamente demandantes como el cerebro (Greene et al., 2003). Y dentro del cerebro,
las neuronas dopaminérgicas son extremadamente susceptibles al dafio por estresores
mitocondriales (Haddad & Nakamura, 2015). Por esto, otra posible explicacion para la
neuroproteccion observada sobre las PPL1 seria la existencia de una funcién de Prtp en el
mantenimiento mitocondrial. Uno de los analisis de interacciones que realicé utilizando la

plataforma STRING (https://string-db.org/) proporcioné datos a favor de esta opcion, al
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revelar posibles interacciones de Prtp y su homologo humano con proteinas vinculadas a la

mitofagia, a la biogénesis lisosomal y al transporte vesicular (Figuras 27 y 28).

Ademas, en los mutantes park la via de sefalizacion intracelular por fosfatidilinositol 3
kinasa/proteina kinasa B (PI3K/Akt), vinculada a autofagia (que involucra a la mitofagia),
esta impedida (Liang, 2010; Y. Yang et al., 2005) y la disminucion en los niveles de Akt es

responsable de un aumento en la expresion de Prtp (Song & Broadie, 2023).

Por lo antedicho, sugerimos que Prtp podria tener una nueva funcion, como potencial
regulador negativo de la mitofagia en condiciones normales, con su exprersion posiblemente
aumentada un contexto de neurodegeneracion park, donde su ausencia promoveria la
degradacion y eliminacién de las mitocondrias dafiadas. Postulamos, ademas, a la kinasa

Akt como un posible nexo entre Prtp y Park.

Varios laboratorios han reportado que la falta de funcion en park resulta en una disminucion
del numero de neuronas PPL1 (Celardo et al., 2017; Lehmann et al., 2016; Tain et al., 2009;
Whitworth et al., 2005), pero debe recordarse que esta afirmacion ha sido contrastada por
una serie de experimentos del laboratorio del Dr. José Botella (Navarro et al., 2014). Esta
disonancia podria explicarse, al menos parcialmente, por la variedad de meétodos
empleados, como por ejemplo: el conteo de neuronas en cortes de cerebro en parafina o en
cerebros completos escaneados con microscopia confocal. En nuestro caso, elegimos un
método usado ampliamente (Celardo et al., 2017; Lehmann et al., 2016; Tain et al., 2009;
Whitworth et al., 2005) y nuestros resultados confirman que la falta de park causa una

reduccion del numero de neuronas PPL1 (Figura 17).

Finalmente, es importante destacar que la mera ausencia de expresiéon de prtp no tiene

ningun efecto sobre el numero de neuronas PPL1 (Figura 16 A y B). Como mencioné en la
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Introduccion, Prtp cumple un rol en la remodelacion de circuitos neuronales durante el
desarrollo, como sefial para la fagocitosis glial (Song & Broadie, 2023). Este resultado nos
permite inferir que, durante el desarrollo, Prtp no seria necesario para el establecimiento del

estereotipico numero de neuronas de este grupo.
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6.3. Niveles de metabolitos de degradacion de la DA

Nuestro registro por HPLC de los niveles de DOPAC y HVA en cerebros adultos de los
diferentes genotipos mostré una tendencia no significativa hacia el aumento de ambos
metabolitos en los cerebros de mutantes dobles prip-park en comparacioén a los mutantes
park (Figuras 18 y 19). Esto podria ser una evidencia indirecta de que los niveles de partida
de DA en los mutantes de neurodegeneracion park podrian no reducirse tanto cuando se
combinan con la falta de prtp, sugiriendo un posible efecto neuroprotector. Es interesante
que los mutantes simples prtp presentan niveles mas altos de DOPAC en comparacion con

los wy park. Esta observacion permite formular dos nuevas hipotesis:

1. Los mutantes prtp tienen mayores niveles de DOPAC porque presentan mayores niveles
de DA de partida, en comparacion con los bajos niveles de DA registrados tanto en los
mutantes w (Borycz et al., 2008) como en los mutantes park (Cha et al., 2005; Greene
et al., 2003; Whitworth et al., 2005).

2. El gen prip podria desempenar una funcioén en la regulacion del metabolismo de la DA,

posiblemente actuando como un promotor de su sintesis o inhibidor de su degradacion.

En linea con estas hipotesis, como revela la Figura 29, en la red de interacciones proteina-
proteina para Prtp y el receptor KDEL-R se encuentra la proteina Manf, que cumple una
funcién en regulacion del metabolismo de DA (Lindstrom et al., 2013), lo que refuerza la idea

de que Prtp puede estar involucrado en en metabolismo de este neurotransmisor.

Ademas, la observacion sobre la comparacion de los niveles de DOPAC en mutantes prip y

w nos permite plantear una tercer hipoétesis:
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3. La ausencia de expresion de prip no solo ejerce neuroproteccion en un contexto mutante
park, sino que también podria aliviar la reduccion en los niveles de DA observada en

mutantes w.

El supuesto relativo a los niveles de DA es algo que debe ser posteriormente confirmado
con nuevos intentos de mediciones por HPLC que permitan detectar la DA y logren o no
detectar diferencias significativas del neurotransmisor y de sus metabolitos entre los

genotipos analizados.

Es posible, ademas, que el método utilizado para medir los niveles de HVA no sea lo
suficientemente sensible para detectar pequefias diferencias entre los genotipos analizados.
Los niveles de HVA son relativamente bajos en general, lo que puede estar dificultando la

deteccidn de diferencias pequefas pero significativas.

Finalmente, también observé que los individuos WT presentan mayores niveles de DOPAC
en comparacion con todos los otros genotipos, lo que es logico y esperable de un genotipo

normal con mayores niveles de DA de partida y una regulacién normal de su metabolismo.
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6.4. Ensayos de sobrevida

Habiendo encontrado resultados histoldgicos y neuroquimicos que apoyan un posible efecto
neuroprotector de la falta de expresion del gen prip en los mutantes de neurodegeneracion
park, analicé también la posible mejora en otros parametros que usualmente se encuentran
disminuidos en procesos de neurodegeneracion: supervivencia y locomocion, referenciados
en la introduccion. En el caso de los ensayos de supervivencia, encontré que los machos
mutantes dobles prtp-park sobreviven significativamente mas que los park, mientras que las
hembras lo hacen hasta el dia 59 de vida (primeros 2/3 de su vida), en concordancia con la

hipotesis (Figuras 20-22).

Existe evidencia en la literatura sobre la accion diferencial que tienen las proteinas de la
familia de las Sirtuinas sobre la sobrervida de machos y hembras de Drosophila (Salekeen
et al., 2021). Especificamente, las proteinas Sirtuinal y Sirtuina3 interactuan con las
proteinas Pink-1 y Park, promoviendo la mitofagia (Li et al., 2018; Wan et al., 2022) y estan
principalmente asociadas a la sobrervida de machos, pero proporcionan un beneficio para
la de las hembras después de la edad reproductiva (Salekeen et al., 2021). En hembras, la
ausencia de expresion de prtp en el contexto neurodegenerativo park podria estar atenuando
la falta del efecto beneficioso de las Sirtuinas sobre la sobrevida al principio de la vida,
volviéndose este efecto notorio hacia el final de la vida de las mutantes de
neurodegeneracion park, donde ya no existen diferencias en la sobrevida entre las hembras

de ambos genotipos.

No detecté diferencias en la sobrevida de los mutantes park en relacion con los w en machos,
ni tampoco en hembras hasta el dia 70 de vida (Figuras 20, 21 y 23). Esto puede deberse
a que en este trabajo los mutantes park empleados son heterocigotos para el alelo de falta

de funcién, presentando una dosis de Park. Es probable que la presencia de Park en
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heterocigosis haya sido suficiente para mitigar la gran disminucion de la sobrevida observada
en los mutantes park en trabajos que combinan diferentes alelos de pérdida de funcion para
sortear los problemas de letalidad que tiene park?® en homocigosis (Greene et al., 2003).
Sumado a esto, el azar también es un gran componente de la sobrevida de las moscas y
podria estar interviniendo en este caso. En 2021, Hoffman y colaboradores observaron que
pequefios cambios dentro de un mismo laboratorio conducen a cambios significativos en la

sobrevida dentro de los genotipos (Hoffman et al., 2021).

Adicionalmente, observé que los machos mutantes simples prip tienen una menor sobrevida
que los w (Figura 20) y que la sobrevida de las hembras mutantes simples prip es
significativamente menor que la de las w y las park (Figura 21). Esto podria significar que
las funciones normales de Prtp ya descriptas en la literaratura (Kuraishi et al., 2009) son
fundamentales para la sobrevida de las moscas, cuando el contexto no es el de

neurodegeneracion dada por la mutacién park.
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6.5. Ensayos de habilidad locomotora

En relacidn a los ensayos de locomocion, encontré que las hembras mutantes dobles prip-
park de 25 dias de edad presentan un mejor desempefio locomotor que las hembras park
(Figura 25). Esto esta de acuerdo con la hipotesis de este trabajo, pero no sucede en el
caso de los machos (Figura 24). La actividad locomotora en Drosophila depende
parcialmente de la DA (Riemensperger etal., 2011). Sin embargo, gran parte del
decaimiento de la capacidad locomotora de los mutantes park se debe a los defectos
mitocondriales que presentan a nivel muscular (Greene etal., 2003). Los resultados
obtenidos en los ensayos de locomocion podrian sugerir que la falta de prip (posible
regulador negativo de la mitofagia) en un contexto de neurodegeneracion park promueve de
manera mas efectiva la eliminacidén de mitocondrias defectuosas en hembras que en machos
a nivel muscular. Esta disparidad puede estar involucrando cambios genéticos especificos
de sexo. Por ejemplo, en trabajos que emplean modelos de trauma cerebral y de enfermedad
de Alzheimer en Drosophila, donde se registré6 este mismo dimorfismo en la actividad
locomotora de las moscas, los autores observaron que existe un aumento en los niveles del
transcripto tip60 (gen ubicado en el cromosoma X y que codifica una histona
acetiltransferasa involucrada en procesos de control epigenético) en hembras, pero no en
machos (Johnson et al., 2013; Shah et al., 2020). Como muestra la Figura 30, en la red de
interacciones proteina-proteina para Prtp, Park y Tip60 se encuentran proteinas vinculadas
a la fision mitocondrial y al reciclaje de vesiculas sinapticas a través endocitosis mediada
por clatrina, siendo el primer proceso necesario para la correcta eliminacion de mitocondrias
defectuosas y el segundo proceso bloqueado cuando la funcion mitocondrial esta reducida

(Rikhy et al., 2007).
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Sumado a lo anterior, encontré que a ambas edades analizadas, los mutantes prip, park y
prip-park (todos en contexto mutante w) tanto machos como hembras, presentan una
habilidad motora significativamente menor que el control w (Figuras 24 y 25). Esto
reproduce el resultado de que los mutantes de park exhiben una reduccion en la habilidad
locomotora (Greene et al., 2003) pero, ademas, en linea a lo mencionado para los resultados
de sobrevida, sugiere que la presencia de las funciones de Prtp también serian de gran

relevancia para locomocién de las moscas.

Un resultado que me parecio interesante fue que las moscas mutantes prtp tuvieron un peor
desempefio motor con respecto a las moscas park (a la edad de 5 dias, en ambos sexos;
Figuras 24.A y 25.A). Esta diferencia motora se vuelve no significativa en machos de 25
dias (Figura 24.B), y se invierte caso de hembras de 25 dias (Figura 25.B). Esto se debe a
que en las moscas prip la capacidad de escalada decae con el envejecimiento de forma mas
lenta que en los mutantes park, como muestra la Figura 26. Encontré que la pendiente de
las curvas de decaimiento de los machos park y de las hembras prip-park es exactamente
la misma y la de las hembras park y machos prip-park es extremadamente similar. A modo
de perspectiva, contando con mas datos a otras edades, por ejemplo 10, 15y 20 dias, podria
aplicar un modelo de regresién lineal a cada curva y comparar las pendientes de las rectas
entre los diferentes genotipos, sobre todo para evaluar si hay diferencias significativas en la
velocidad de decaimiento de la actividad locomotora entre las curvas de machos park en
relacion a hembras prip-park de hembras y de hembras park en relacion a machos prip-park.
Una forma de hacer esto seria calculando los intervalos de confianza para cada pendiente y
compararlos para ver si se superponen. Si los intervalos de confianza se superponen, se
podria interpretar que no hay una diferencia significativa entre las pendientes de las curvas

analizadas.
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Finalmente, la observacion de que las hembras mutantes w mantienen su desempefio motor
en el intervalo de 5 a 25 dias de edad se debe a que lo que esta graficado (Figura 26.B) son
los valores de las medianas de las distribuciones para cada edad. Al observar las
distribuciones de los datos de desempefio motor de las hembras wen las Figuras 25 Ay B,
se ve claramente que, para hembras de 25 dias, el numero de la variable Climbing toma

valores de 1 a 5 que no aparecen en el caso de hembras de 5 dias de edad
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7. CONCLUSION

En resumen, los resultados obtenidos en este estudio respaldan la hipétesis planteada,
demostrando que la ausencia de expresion del gen prip desempefia una funcidn
neuroprotectora en moscas con neurodegeneracién causada por una mutacién de falta de
funcibn en el gen park, efecto evidenciado a nivel histolégico, neuroquimico y
comportamental. Ademas, estos resultados confirman y validan, una vez mas, el trabajo de
seleccion de genes candidatos a partir del modelo de neurodegeneracion reversible en

Drosophila.

Este estudio establece, por primera vez, una asociacion directa del gen prip con la
neuroproteccion. Propone que la ausencia de Prtp en este contexto mitiga la muerte neuronal
mediada por la regulacion positiva de Drpr y sugiere que Prtp podria tener una funcion como

regulador negativo de la mitofagia y estar involucrado en el metabolismo de la DA.
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