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Resumen

La glia desempefa multiples funciones esenciales para el sistema nervioso, incluyendo el
soporte estructural, la modulacidon sinaptica, la regulaciéon homeostatica, la defensa
inmunitaria y la fagocitosis de sinapsis y detritos celulares, entre otras. En Drosophila
melanogaster, el gen pretaporter (prtp), homélogo del gen humano TXNDCS5, codifica una
proteina homénima la cual reside en el reticulo endoplasmatico. Bajo condiciones de
apoptosis celular, esta proteina se trasloca hacia la membrana plasmatica, donde actua
como ligando fagocitico al interactuar con el receptor Draper. Sin embargo, su funcién en
células gliales aun no ha sido explorada.

En este trabajo evaluamos la expresion de prip en células gliales del cerebro adulto de
Drosophila melanogaster y coémo la pérdida de funcién de este gen impacta sobre la
morfologia cerebral y la poblacion glial. Para ello, generamos lineas de moscas
transgénicas que expresan GFP en glia utilizando el sistema GAL4-UAS, tanto en individuos
con expresion normal de prip como en mutantes nulos para dicho gen. Mediante
inmunohistoquimica y microscopia confocal, observamos que prip se expresa en células
gliales y que su ausencia determina un aumento significativo del tamafio cerebral.

Adicionalmente, desarrollamos un protocolo de disociacion de cerebros de individuos
adultos para analizar por citometria de flujo el contenido glial relativo a cada condicion.
Mediante esta técnica, evidenciamos un incremento en el porcentaje de células GFP+ en los
individuos mutantes nulos para prip, sugiriendo un aumento en el niumero de células gliales
en estos individuos respecto a los que expresan normalmente este gen.

Nuestros resultados demuestran por primera vez la expresion de prtp en células gliales y
sugieren que su funcion esta relacionada con la regulacion del numero de glias. Estudios
futuros seran necesarios para profundizar en este aspecto y evaluar si esta funcién se
encuentra conservada en sus homologos de otras especies.



Introduccion

La glia y su rol conservado en el Sistema nervioso

La glia es el conjunto de células no neuronales del sistema nervioso (SN), presentes a lo
largo de la escala evolutiva, tanto en vertebrados como en invertebrados. Estas células
desempefan una amplia variedad de funciones, incluyendo el soporte estructural, el
mantenimiento del ambiente extracelular, funciones troficas, entre otras (Jakel & Dimou,
2017). A diferencia de las neuronas, las glias no son células excitables, es decir, no tienen
capacidad de responder eléctricamente cuando son estimuladas (Kandel et al., 2022), pero
si son células que responden a cambios del ambiente sistémico, como por ejemplo sefiales
metabdlicas, de estrés (Schipke & Kettenmann, 2004; Chowen et al., 2016). El nimero de
células gliales varia segun la especie evaluada. Mientras que en humanos la relacion
glia-neurona es de 1:1 (von Bartheld etal., 2016), en invertebrados como Drosophila
melanogaster es de 1:10 (Freeman, 2015).

Inicialmente se creia que la glia cumplia Unicamente funciones estructurales, actuando
como un “pegamento” que mantenia unidas a las neuronas (Somjen, 1988). Actualmente se
reconoce que, ademas de estas funciones, las células gliales desempenan una amplia
variedad de roles esenciales para el correcto funcionamiento del SN. Estas funciones
incluyen la provision de un microambiente estable para las neuronas, el suministro de
factores troficos, la participacion activa en las sinapsis, la regulacién de la homeostasis de
neurotransmisores como el glutamato y el GABA, la formacion de una barrera entre el
sistema nervioso y el resto del medio interno, la participacion en la inmunidad del sistema
nervioso, la formacién de vainas de mielina en vertebrados, entre muchas otras (Khakh &
Sofroniew, 2015; Allen & Lyons, 2018). Por otro lado, la glia desempefia funciones claves
durante el desarrollo del SN al determinar el nimero de células que se generan, la identidad
neuronal, guiar el proceso axonal y regular el conexionado entre células (Freeman, 2015;
Lago-Baldaia et al., 2020) (Figura 1).
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Figura 1. Subtipos gliales en el sistema nervioso central y periférico a lo largo de
distintos modelos animales. Se ilustran 8 subtipos principales de glia: microglia (azul),
astrocitos (verde), oligodendrocitos (amarillo), células de Schwann (naranja), glia de barrera
hematoencefalica o hematoneural (gris), glia de la zona de transicién entre SNP y SNC
(rosado), glia asociada a somas neuronales (violeta), y glia radial (celeste). En la parte
inferior se detallan las funciones generales de cada subtipo asi como las poblaciones gliales
ortélogas identificadas en C. elegans, Drosophila, Zebrafish, roedores y humanos.
Modificado de Kremer et al., 2021.



Adicionalmente, se reconoce que la glia tiene un importante rol en las enfermedades
neurodegenerativas (EN), tales como el Alzheimer, la Enfermedad de Parkinson (EP),
Esclerosis lateral amiotréfica, etc (Kwon & Koh, 2020; Stoklund Dittlau & Freude, 2024) ,
enfermedades que afectan la estructura y funcién del SN de manera progresiva e
irreversible. Gran cantidad de evidencia demuestra que estas células se encuentran
alteradas en diversas EN, aunque resta aun determinar si los cambios morfolégicos del SN
presentes en estas enfermedades son causa o consecuencias de las alteraciones gliales
(Sheeler et al., 2020; Bennett & Viaene, 2021). Alteraciones estructurales y funcionales en
procesos fundamentales tales como el mantenimiento de las sinapsis, la integridad de la
barrera hematoencefalica, el soporte metabdlico, entre otros, caracteristicas de algunas EN,
pueden estar asociadas a alteraciones de la glia (Sadick et al., 2022; Lépez-Muguruza &
Matute, 2023). Aunque el desencadenante de esta disfuncion glial es desconocido, se la ha
establecido como uno de los factores que contribuyen a la muerte neuronal y a la progresion
de las EN. (Barbeito et al., 2004; Dulamea, 2017; Kam et al., 2020; Pasinelli et al., 2024)
(Figura 2)
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Figura 2. Participacion de las células gliales en diversas patologias del sistema
nervioso. Se ilustra el rol que desempefian la microglia, astrocitos y glia periférica en
algunas enfermedades del sistema nervioso. Adaptado de Pasinelli et al. (2024)

La glia como componente fundamental del SN, sus principales caracteristicas estructurales
y funcionales se encuentran altamente conservadas a lo largo de la evolucién, tanto en
vertebrados e invertebrados (DeSalvo et al., 2014; Sheloukhova & Watanabe, 2024). Esta
conservacion permite el uso de modelos invertebrados como Drosophila melanogaster para
su estudio, lo cual representa una ventaja significativa debido, entre otros factores, al menor



numero de células neuronales y no neuronales de su SN, la relativa menor complejidad de
sus conexiones sinapticas, la gran disponibilidad de herramientas genéticas y de
manipulacién que permiten sobre-expresar o silenciar genes especificos de manera célula,
tejido o tiempo dependiente de forma mas sencilla y las consideraciones éticas que facilitan
su uso frente a modelos vertebrados (Pentreath, 1989; Coutinho-Budd & Freeman, 2013).

Drosophila melanogaster como modelo para el estudio de la glia

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, es un diptero de pequefio tamafo, con
distribucién mundial, y constituye un modelo ampliamente utilizado en experimentacion
debido a las multiples ventajas que ofrece (Budelli et al., 2025). Posee un ciclo de vida
corto, de aproximadamente 12 dias a 25°C, durante el cual atraviesa por 4 estadios:
embrion, larva, pupa y adulto (Ashburner & Thompson, 1978) . Su mantenimiento en el
laboratorio es sencillo, ya que se requiere de poco espacio para desarrollar una gran
cantidad de distintas cepas en simultaneo.

La genética de Drosophila es relativamente simple. Posee unicamente 4 pares de
cromosomas, incluido un sistema de cromosomas sexuales XY similar al de mamiferos
(Morgan, 1910). Ademas, su genoma se encuentra totalmente secuenciado y consta de
aproximadamente 15.000 genes, muchos de los cuales presentan homdélogos en humanos y
otros animales (Adams et al., 2000). Actualmente se sabe que aproximadamente el 75% de
los genes responsables de enfermedades en humanos encuentran un ortélogo en la mosca
de la fruta (Reiter et al., 2001). Adicionalmente existen diversas bases de datos de acceso
libre que recopilan valiosa informacion acerca de este organismo modelo, siendo la mas
destacada FlyBase (https://flybase.org/), que recopila datos de genes, lineas disponibles,
herramientas de manipulacién, recursos experimentales, protocolos, entre otros.

En la investigaciéon con Drosophila se dispone de poderosas herramientas genéticas, entre
las cuales se destaca el sistema transgénico GAL4-UAS de expresion ectépica (Brand &
Perrimon, 1993), que fue utilizado en esta tesina (Fig. 3). Este sistema permite controlar la
expresion de genes en células o tejidos especificos. Para ello, se emplea la secuencia
GAL4, proveniente de levadura que codifica la proteina homdnima, colocada bajo el control
de un promotor especifico endégeno del tejido (ej. promotor glial, es decir que se expresa
unicamente en glia). Por otro lado, la secuencia de reconocimiento de la proteina GAL4,
denominada UAS, se encuentra asociada al gen o secuencia de interés (por ejemplo, GFP,
correspondiente a proteina verde fluorescente por su sigla en inglés). Al cruzar ambas
lineas transgénicas GAL4 x UAS, la expresion del gen o secuencia de interés se activara
unicamente en aquellas células donde se expresa el promotor especifico acoplado a GAL4,
a través de la produccién de la proteina GAL4 y su unidn a su secuencia de reconocimiento
UAS (Brand & Perrimon, 1993). En el ejemplo particular antes mencionado, se expresara
fluorescencia verde GFP uUnicamente en las glias a través de un promotor enddgeno
especifico glial.
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Figura 3. Representacion esquematica del sistema transgénico de expresion ectopica
de Drosophila GAL4-UAS (Brand & Perrimon, 1993). Se visualiza el macho transgénico
portador de la secuencia GAL4 la cual se encuentra asociada a un promotor endégeno de
Drosophila célula o tejido especifico y a la hembra transgénica expresando el segundo
componente del sistema, UAS, asociado a un gen X de interés. Imagen generada en

https://www.biorender.com/.

El SNC de Drosophila melanogaster consta de un cerebro central (CB) y una cuerda
nerviosa ventral (CNV) y se encuentra organizado en dos regiones bien diferenciadas: la
corteza neuronal y el neuropilo (Atlas of Drosophila Development by Volker Hartenstein,
s. f.; Contreras & Klambt, 2023) (Figura 4). La corteza neuronal es la regién externa en la
cual se encuentran los somas neuronales asi como prolongaciones gliales recubriendo
dichos somas. En el interior de la corteza se encuentra el neuropilo, region caracterizada
por la presencia de axones y dendritas, gran cantidad de sinapsis, y prolongaciones gliales
que regulan el entorno sinaptico (Freeman, 2015).
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Figura 4. En A organizacion del sistema nervioso del adulto de Drosophila melanogaster. Se
visualiza el cerebro central (CenBr), uno de los Iébulos 6pticos (OL), ganglio subesofagico
(SubGgl), el conectivo cervical (cn) y el ganglio toracico abdominal (ThAGgl) Adaptado de
FlyBrain Atlas — Glia. En B organizacion microscoépica del cerebro adulto de Drosophila
melanogaster. En amarillo y verde se muestra la barrera hematoencefalica formada por la
glia perineuronal (PG) y la glia subperineuronal (SPG). En violeta la corteza donde se
encuentran los somas de neuronas (N) rodeados por glia cortical (CG) y asociados a la glia
similar a astrocitos (ALG) y la glia de recubrimiento (EG). Modificado de Contreras et. al.
2023.

La glia en Drosophila comparte las principales caracteristicas estructurales y funcionales
con la glia de otros invertebrados y la de vertebrados. (Freeman & Doherty, 2006). Participa
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activamente en la sinapsis, en la recaptacion de neurotransmisores, brinda soporte
estructural y metabdlico, participa en la inmunidad, entre otras funciones (Yildirim et al.,
2019). Se subdivide en diferentes subtipos, cada uno con funciones particulares (Figura 5).
Estos incluyen la glia perineuronal (PG), la glia subperineuronal (SPG), glia cortical (CG),
glia astrocitica (similar a astrocitos, ALG) y la glia de recubrimiento (Awasaki et al., 2008;
Edwards & Meinertzhagen, 2010; Yildirim et al., 2019). La identidad de estos subtipos de
glia se encuentra determinado por la expresion del factor de transcripcidn Reverse Polarity
(Repo), cuya expresion queda limitada unicamente a la mayor parte de la glia por lo que se
utiliza ampliamente como marcador especifico panglial (Yuasa et al., 2003; Stork et al.,
2012). La excepcion es la glia medial la cual no expresa repo debido a que tiene un origen
embrionario diferente al resto de los subtipos gliales antes mencionados (Howard et al.,
2019). Ademas de estas diferencias morfolégicas y funcionales, cada subtipo presenta un
perfil particular de expresion de marcadores moleculares, lo cual constituye una herramienta
valiosa para su caracterizacion (Kremer et al., 2017)
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Figura 5. Representacion esquematica y por microscopia de fluorescencia de los tres
subtipos principales de glia en Drosophila en un corte de cerebro adulto. Notar la
organizacion del cerebro, la localizacién del neuropilo y de los cuerpos neuronales. Se
esquematiza la disposicion de los nucleos gliales y de sus prolongaciones. En A, By C se
muestran a la glia de recubrimiento (ensheathing, EG), la glia cortical (CG) y la glia similar a
astrocitos (ALG), respectivamente, marcadas mediante técnica de inmunofluorescencia
verde. Figura obtenida de Doherty et. al. (2009).

La glia de superficie, que incluye a la glia PG y SPG, esta compuesta por dos capas de
células que recubren la superficie del SN y lo separan de la hemolinfa (Awasaki et al., 2008
y figura 4B). La formacion de esta barrera hematoencefalica es fundamental para el
aislamiento del SN del resto del medio interno (Abbott et al., 2006). La capa mas externa se
encuentra constituida por la glia perineuronal y consta de células pequefas que
permanecen mitéticamente activas en la adultez, actuando como nichos de generacion de
nueva glia. Bajo ciertas condiciones esta glia puede proliferar y originar distintos subtipos
gliales, actuando como progenitores gliales multipotentes (Bauke et al., 2015; Omoto et al.,
2016). Por debajo de la glia perineuronal se encuentra la glia SPG, formada por células
grandes y aplanadas unidas entre si mediante uniones estrechas, lo cual restringe el pasaje
de moléculas por via paracelular desde la hemolinfa hacia el SN (Banerjee et al., 2008; von
Hilchen etal., 2008). Adicionalmente, bajo determinadas condiciones, en respuesta a



estimulos nutritivos por ejemplo, la glia SPG puede secretar factores que activan a
neuroblastos (células progenitoras del SN) que se encuentran quiescentes, estimulando su
diferenciaciéon (Sousa-Nunes et al., 2011).

La glia CG se localiza en la corteza, debajo de la glia de superficie. Presenta una
morfologia compleja, ya que extiende procesos a lo largo de toda la corteza formando una
red que envuelve los cuerpos neuronales (Pereanu et al., 2005). Esta glia también tiene la
capacidad de activar neuroblastos y contribuir a la neurogénesis (Morante et al., 2013).
Ademas, se cree que durante el desarrollo podria modular el comportamiento neuronal a
través de su interaccion con la glia ALG (Yildirim et al., 2019).

La glia del neuropilo comprende a la glia ALG y la glia EG. Los somas de estas células se
encuentran en la interfase entre la corteza y el neuropilo, sitio caracterizado por la presencia
de las prolongaciones neuronales que se interconectan y por la ausencia de cuerpos
neuronales (Omoto et al.,, 2015; Vargas-Barroso & Larriva-Sahd, 2013). La ALG extiende
prolongaciones hacia el neuropilo, donde se asocia estrechamente con las prolongaciones
neuronales, especialmente en los sitios sinapticos. Estas células expresan transportadores
para neurotransmisores clave, como el glutamato y el GABA, participando asi en el
metabolismo de estos mediante su recaptacion, al igual de lo que ocurre en las sinapsis de
mamiferos (Omoto et al.,, 2015; Stacey et al.,, 2010). Adicionalmente, poseen capacidad
fagocitica, ya que expresan el receptor fagocitico Draper (Drpr), que reconoce y se une a
diversos receptores de superficie expresados, por ejemplo, en células apoptéticas, como el
receptor Pretaporter (Prtp), promoviendo su fagocitosis a través de las glias (Kuraishi et al.,
2009). Esto permite no solo la fagocitosis de células apoptéticas sino también llevar a cabo
el proceso de poda sindptica, un mecanismo esencial durante la metamorfosis de
Drosophila (Tasdemir-Yilmaz & Freeman, 2014). La glia EG extiende procesos que
envuelven el neuropilo, aislandolo de la corteza. A diferencia de la glia ALG, sus
prolongaciones no penetran en el neuropilo, sino que lo rodean completamente (Doherty
et al., 2009). Esta glia también expresa Drpr y el receptor dCed-6, lo que le permite fagocitar
detritos axonales producto de eventuales dafos en las neuronas (Doherty et al., 2009).

El gen pretaporter de Drosophila y su eventual relevancia en la glia

Pretaporter (prip, CG1837) es un gen ubicado en el cromosoma sexual X de la mosca de la
fruta Drosophila melanogaster (https://flybase.org/reports/FBgn0030329.htm), cuyo ortélogo
en humanos es el gen TXNDC5
(https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/21073). Codifica la
proteina Pretaporter (Prtp), que pertenece a la familia de proteinas disulfuro isomerasas, y
consta de 416 aminoacidos. La proteina presenta un motivo de retencion en el reticulo
endoplasmatico (RE), 3 dominios tipo tiorredoxinas y una secuencia péptido sefial en el
extremo N-terminal (Kuraishi et al., 2009). Reside normalmente en el RE y en el sistema de
endomembranas; ademas nuestro grupo de investigacién reporté su presencia dentro del
nucleo celular (Silvera & Ferreiro, 2024).
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Las funciones de Prtp no han sido exploradas en detalle. Sin embargo, se le predicen
posibles funciones basadas en sus dominios estructurales
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/InterPro/IPRO05788/) y en la relacién del gen prip con
genes ancestrales que desempefiaban funciones similares (Tesis de Maestria de Silvera C
2023). Gracias a sus dominios disulfuro isomerasas
(https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9VYV3) Prtp catalizaria el rearreglo de puentes disulfuro
de proteinas, contribuyendo asi en su correcto plegado. Los dominios tiorredoxinas le
conferirian capacidad oxidorreductasa, capacidad que contribuye a la homeostasis redox de
las células, un proceso esencial para su supervivencia (Okumura et al., 2015; Tretter et al.,
2021). Estos dominios tiorredoxina, también mediarian la union de Prtp al receptor
fagocitico Drpr antes mencionado, presente en la superficie de células con capacidad
fagocitica como la glia ALG y la EG (http://flybase.org/reports/FBgn0027594.htm)(Figura 6),
durante el proceso de apoptosis celular, que ocurre tanto en el desarrollo como en
respuesta a estresores celulares. Durante este proceso, Prtp juega un rol fundamental,
siendo hasta el momento su Unica accién demostrada (Doherty et al., 2009; Fujita, 2012;
Kuraishi et al., 2009). Se trasloca desde el lumen del RE hacia la superficie celular de la
célula apoptotica y se une con Drpr, presente en la membrana celular de la célula fagocitica,
induciendo asi la fagocitosis de la célula apoptética (Kuraishi et al., 2009) (Figura 6).

Célula apoptotica

Célula fagocitica

Drpr

i}
Shark\ @
¥
Fagocitosis

@

=

J\

Figura 6. Representacion esquematica de la interaccion entre Prtp y Drp en el proceso
de fagocitosis de células apoptéticas.
SIMU: six-microns-under. Ced-6. Imagen generada en htips://www.biorender.com/.

Adicionalmente, trabajos anteriores de nuestro grupo de investigacion liderado por la
orientadora de mi tesina, la Dra Ferreiro, sugirieron la potencial asociacion de prip con
procesos neurodegenerativos (Silvera C, 2023; (Silvera et al., 2025), revisado en (Budelli
et al., 2025)). Esta relacion fue explorada mediante estudios de transcriptémica comparativa
de embriones de Drosophila melanogaster de un estadio de desarrollo que presentaba
caracteristicas histoldgicas de neurodegeneracién respecto a un estadio de reversion
histolégica de este proceso o estadio de neuroproteccion (Ferreiro etal., 2012) en un
modelo de neurodegeneracién reversible (Cantera et al., 2002). Se identificaron diversos
genes expresados diferencialmente como potenciales genes candidatos a neuroprotectores
0 a ser asociados a procesos de neurodegeneracion conservados, observandose una
reduccién significativa en la expresion de prtp en la etapa de neuroproteccién respecto a la
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etapa previa de neurodegeneracion (Ferreiro et al., 2012). Posteriormente , se evalud el
efecto de la ausencia de expresion de prtp en adultos de Drosophila melanogaster, en un
contexto de neurodegeneracion dado por la mutacion del gen parkina (park), homdlogo al
gen humano PARK2, asociado a EP (Silvera, C. 2023; (Silvera et al., 2025)). En este trabajo
se demostrd por primera vez la expresion normal de prip en neuronas dopaminérgicas de
moscas WT (usualmente afectadas en EP) y que la falta de expresion del gen en un
contexto mutante park protege de la pérdida de estas neuronas mejorando tanto la
supervivencia como la movilidad de los individuos mutantes (Figura 7).
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Figura 7. Expresion de Pretaporter en neuronas dopaminérgicas del cerebro de
machos de Drosophila de 5 dias de edad. En A representacion de los grupos de
neuronas dopaminérgicas. En B imagen confocal de una regién correspondiente al recuadro
punteado de A. Se muestra la tincion para Prtp (verde) y para tiroxina hidroxilasa
(TH)(magenta), enzima expresada en neuronas dopaminérgicas. Imagen obtenida con el
objetivo 40x, barra de escala = 20um. En C ampliacion de recuadro en B. Se observa la
colocalizacion de la sefal TH y Prtp, indicando la expresion de prip en las neuronas
dopaminérgicas. Imagen obtenida con el objetivo 63x. Figura extraida de Silvera et. al.
2025.

Durante el transcurso de estos ultimos experimentos de caracterizacién de la expresion de
prip en neuronas dopaminérgicas, nuestro grupo de investigacion realizd6 una nueva
observacion original, que sugeria una aparente diferencia en el tamano cerebral de
individuos con y sin expresion del gen prip. Esto resultaba interesante de explorar a futuro y
podia sugerir, dado el patron de distribucidn "pan-cerebral" del anticuerpo anti-Prtp mas alla
de las neuronas dopaminérgicas analizadas, una eventual expresion y rol de Prtp también

en las glias de Drosophila.

Dado estos antecedentes asociados a prtp, y teniendo en cuenta el papel preponderante

que tiene la glia a lo largo de la escala evolutiva en el mantenimiento del SN en condiciones
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normales y patoldgicas, como en el caso de las EN como la EP, nos propusimos en este
trabajo de tesina de grado para la obtencion del titulo de Licenciado en Ciencias Bioldgicas
de la FCien-UdelaR, evaluar la expresion Prtp en células gliales de cerebros adultos de

Drosophila melanogastery si su deficiencia impacta o altera a la glia.
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Hipétesis

La hipotesis de este trabajo plantea que pretaporter se expresa en células gliales de
Drosophila melanogaster y que su ausencia altera la homeostasis glial afectando el numero

de glias.

Objetivos

Objetivo general

Determinar la expresién de Pretaporter en células gliales de cerebros adultos de Drosophila

melanogastery si su ausencia afecta a dichas células, incidiendo en el tamano cerebral.

Objetivos especificos

1. Disefar y realizar cruces de moscas Drosophila melanogaster para obtener moscas
transgénicas que expresen la proteina fluorescente verde (GFP) exclusivamente en la
glia, tanto en un contexto de expresion normal del gen pretaporter como en el mutante

nulo para este gen (prtpA1).

2. Determinar la expresion de Pretaporter en células gliales de cerebros de adultos de

Drosophila melanogaster normales.

3. Determinar si la falta de expresién de pretaporter genera cambios en el nimero de
glias y si esto incide en el tamafio del cerebro central de adultos de Drosophila

melanogaster.
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Metodologia

Disefno y generacion de moscas transgénicas

En este trabajo utilicé moscas machos y hembras virgenes de las siguientes cepas:
wild-type Oregon R (WT), como control normal, cepa R14, la cual es portadora del driver
especifico pan-glial repo-gal4, cepa R22, la cual contiene UAS-CD8GFP como el segundo
componente del sistema bipartito transgénico Gal4-UAS, y la cepa R44 la cual contiene el
alelo de pérdida de funcion del gen prtpA1 (abreviado mas adelante a lo largo de la tesina
como “prtp-"). Los genotipos especificos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Genotipos de moscas parentales utilizadas.

Wild-type (WT)

R14 X; +/+; repo-gal4/TM3
R22 X; UAS-CD8GFP/UAS-CD8GFP; UAS-CD8GFP/UAS-CD8GFP
R44 Xw1118prtpA1/><w1118prtpA1 ’. if7+,' TM2/+

Los punto y coma separan el cromosoma sexual, el cromosoma Il y el lll. CD8GFP expresa
GFP en la membrana celular de las células acopladas al GAL4, luego de generar el cruce
especifico de parentales. TM2 y TM3: balanceadores del cromosoma Il que impiden la
recombinacion y permiten rastrear la segregacion de la marca de interés presente en su
cromosoma homologo (ej. repoGAL4).

Las moscas fueron mantenidas bajo condiciones estandar: en estufa humeda a temperatura
cercana a los 25°C, con ciclo luz-oscuridad de 12/12 horas y en medio de cultivo estandar
compuesto de agua, levadura, agar, glucosa, harina de maiz, Nipagin y acido propiénico
(Silvera C., 2023).

Para la colecta y el sexado de pupas y moscas adultas, la seleccién de fenotipos y la
identificacion de hembras virgenes utilicé lupa estereoscépica (WESO SM-300 SERIES),

empleando trietilamina como anestésico.

Para la generacién de las moscas transgénicas de interés, a partir de las cepas
anteriormente descritas en la Tabla 1, utilicé una herramienta genética fundamental en
Drosophila: los cromosomas balanceadores. Los balanceadores son cromosomas que
contienen multiples inversiones y reordenamientos, lo cual restringe la recombinacién
génica, permitiendo la segregacion de genes en el mismo orden que se encuentran en el

cromosoma, independientemente de su distancia y permitiendo el seguimiento dentro de la
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progenie de marcas genotipicas no visibles a simple vista. Se utilizan fundamentalmente
para mantener alelos deletéreos, mutaciones, transgenes los cuales se encuentran en
heterocigosis en su cromosoma homdlogo. Una caracteristica clave de los balanceadores
es que los mismos son letales en homocigosis, lo cual asegura que cuando sus marcas
dominantes asociadas caracteristicas son observables en la mosca adulta, es unicamente

debido a su presencia en heterocigosis (Miller et al., 2019).

Ademas de utilizar las marcas fenotipicas asociados a los cromosomas balanceadores para
la identificacion de los genotipos de interés, recurri a su clasificacién por emision de
fluorescencia verde en aquellas moscas las cuales combinan repo-gal4 x UAS-CD8GFP.
Esto fue visualizado bajo la lupa de epifluorescencia con filtro para visualizar la emision de

GFP en verde, respecto a moscas normales y control parental que no emiten fluorescencia..

La generacidn de las moscas transgénicas de interés involucré los siguientes cruces:
Cruce 1

d repo-gal4/TM3, x ¢ UAS-CD8GFP/UAS-CD8GFP; UAS-CD8GFP/UAS-CD8GFP
Seleccioné los individuos F1 con el siguiente genotipo

3 X/Y; +/UAS-CD8GFP; repo-gal4/UAS-CD8GFP

Fenotipicamente esta F1 tiene su glia fluorescente ya que expresa la GFP en la mayoria de

las células gliales.

Adicionalmente, con el objetivo de combinar la mutacion de la glia fluorescente con la falta

de funcion de prip, realicé los siguientes cruces:

Cruce 2

Q w'8prtpAa1; if/+; TM2/+ x & UAS-CD8GFP/UAS-CD8GFP; UAS-CD8GFP/UAS-CD8GFP
Seleccionando la F1, con el genotipo:

3 w'rtpA1/Y; TM2/ UAS-CD8GFP; +/UAS-CD8GFP

Cruce 3

Q w'prtpA1; if/+; TM2/+ x & repo-gal4/TM3

Seleccioné la F15 con el genotipo:

& w'BprtpA1/Y; +/+; TM2/repo-gald

Cruce 4
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En este cruzamiento crucé a los individuos seleccionados en la F1, del cruce 2 con
hembras del stock R44.

Q w'8prtpA1/w'8prtpA1; if/+; TM2/+ x & w''8prtpAa1; TM2/ UAS-CD8GFP; +/UAS-CD8GFP
Seleccioné los individuos:

Q w'®prtpA1/w'"8prtpA1; +/UAS-CD8GFP; +/UAS-CD8GFP

Cruce 5

Q w'8prtpa1; +/UAS-CD8GFP; +/UAS-CD8GFP x & w'"8prtpA1/Y; +/+; TM2/repo-gal4

De este cruce seleccioné los individuos:

3 w'prtpA1; +/UAS-CD8GFP; repo-gal4/UAS-CD8GFP

Estos ultimos son experimentales prtp-; repoGFP.

Evaluacion de expresion de Prtp en células gliales mediante

inmunohistoquimica

Con el fin de determinar si Prtp se expresa en células gliales utilicé moscas machos de 5
dias de edad provenientes de las cepas WT, prtp;repoGFP y prtp-; repoGFP. Disequé
cerebros completos (whole mount) de cada cepa utilizando pinzas de precision DUMONT 5
bajo lupa estereoscopica en PBS 1X frio (n = 6-8 por genotipo) Figura 8.

Me basé fundamentalmente en el protocolo previamente puesto a punto en nuestro grupo
(Silvera C., 2023; (Silvera et al., 2025). Fijé los cerebros en paraformaldehido (PFA) al 4%
en PBS 1X a temperatura ambiente por 2 horas. Posteriormente lavé los mismos dos veces
en PBS 1X y una vez en PBS-Triton X-100 0,5% (PBS-T) durante 15 minutos en hielo con
agitacion suave. Luego incubé las muestras en PBS-Triton X-100 0,5% y albumina de suero
bovino (BSA) 0,1% (PBSTA) durante 1 hora sobre hielo en agitacion. Incube las muestras
en soluciéon con anticuerpo primario anti-Prtp de rata (gentilmente cedido por el Dr.
Nakanishi, Kanazawa University, Japan; (Kuraishi et al., 2009) (diluciéon 1:300 en PBSTA)
por 60 horas a 4°C. Pasado este tiempo, retiré la solucién con el anticuerpo primario y lavé
cuatro veces con PBS-T por 15 minutos en hielo con agitacién suave. Posteriormente
incubé las muestras con anticuerpo secundario anti-rata-Cy3 (dilucion 1:1000 en PBSTA
con suero normal de cabra 2%) por 2 horas en hielo con agitacién suave en oscuridad. Lavé
tres veces en PBS-T 0,1% y dos veces en PBS 1X por 5 minutos de duracién de cada
lavado, en frio, con agitacion y en oscuridad. Finalmente almacené las muestras a 4°C en
glicerol al 80% en Tris pH = 8.

Para el montaje y observacion de las muestras, generé camaras con cinta aisladora negra
en cada lamina portaobjetos o cubreobjetos, y deposité cada cerebro en una camara
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utilizando glicerol 80% en Tris pH = 8. Cubri los preparados con un cubreobjetos y lo sellé
utilizando esmalte de ufas transparente (Silvera, C. 2023).

Visualicé las muestras utilizando microscopia laser confocal, en el microscopio institucional
del IIBCE modelo LSM ZEISS 800 AiryScan. Empleé los laseres 488 nm para visualizar el
GFP (en verde) y el 561 nm para visualizar el fluoréforo Cy3 (en rojo). Tomé las imagenes
utilizando el objetivo 20X (AN = 0,5) y el objetivo de inmersion 63X (AN = 1,40).

(3% Visualizacién en microscopio
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Figura 8. Determinacion de la expresion de Prtp en células gliales GFP+ de cerebros
adultos por microscopia confocal (Plataforma IIBCE). Se resumen los diferentes pasos
en la evaluacién de la expresion de Prtp en células gliales. En 1 |a lupa estereoscépica bajo
la cual se realizé la diseccion de los cerebros. Posteriormente, en 2, segui el protocolo de
inmunohistoquimica anti-Prtp puesto a punto por Silvera, C., 2023. En 3 la visualizacion de
las muestras utilizando el microscopio confocal institucional del IIBCE modelo LSM ZEISS
800 AiryScan. Imagen generada en https://www.biorender.com/.

Puse a punto un protocolo reproducible de medicidon comparativa de areas cerebrales de
cerebros adultos (Figura 9). Medi las areas del hemicerebro central de cada genotipo
utilizando el software ZEN 3.11 (ZEN lite) de Zeiss y las comparé utilizando el programa
estadistico GraphPad Prism. Seleccioné esta regidon porque estudios previos han
documentado cambios en el numero de células gliales durante la vida adulta (Awasaki et al.,
2008; Foo etal., 2017). Para el analisis estadistico, utilicé el test de normalidad de
Shapiro-Wilk y, en funcién de los resultados, realicé un ANOVA de una via. Estableci como
valor de significancia un valor de p = 0.05. Los graficos fueron generados en el mismo
programa.
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Figura 9. Medicion de cerebros centrales mediante el software ZEN 3.11 (ZEN
lite). Imagen generada en https://www.biorender.com/. OL: Iébulos opticos. CB: cerebro
central

Analisis por citometria de flujo del efecto de la expresién vs la falta de

expresion del gen prtp sobre la poblacién glial

Para determinar un eventual efecto de la falta de expresion de prtp sobre la poblacion glial
puse a punto un protocolo de citometria de flujo de cerebros de moscas adultas de
Drosophila melanogaster, basandome en el protocolo de Nandakumar et al., 2020 (Figura
10). Utilicé moscas machos de 5 dias de edad de las cepas TM2/+; repogal4/+, los
individuos de genotipo prip-; +/UAS-CD8GFP; +/UAS-CD8GFP producto del cruce 4,
prtp+;repoGFPy prtp-; repoGFP.

Disequé cerebros completos de cada cepa utilizando pinzas de precision DUMONT 5 bajo
lupa estereoscoépica en PBS 1X frio (n = 15 por genotipo). Para disgregar las muestras y
obtener un aislado de células cerebrales con marca GFP+ exclusivamente glial, transferi los
cerebros a tubos de Eppendorf de 1,5mL los cuales contenian 300 pL de solucion 9:1 de
Tripsina- EDTA en PBS X10, gentiimente cedida por la Dra. Eugenia Isasi. Incubé por 20
minutos en estufa a 37°C. Trituré utilizando “mortero” por 2 minutos. Posteriormente
agregué 200uL de solucion 9:1 de Tripsina- EDTA e incubé por 45 minutos en estufa a
37°C. Dilui las muestras con 400 uL de PBS 1X y las centrifugué 5 minutos a 300g.

Las muestras fueron analizadas en un citobmetro de flujo y clasificador celular MOFLO
Astrios EQ (Beckman Coulter, USA) por personal técnico de la Plataforma de Citometria de
Flujo y Clasificacién Celular del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable
(IIBCE). Se utilizé un laser 488nm de 200mW de potencia y se detectaron los siguientes

19


https://www.biorender.com/

parametros: Forward Scatter, Side Scatter e Intensidad de fluorescencia en detector
fotomultiplicador con filtro de banda 513/26. La exclusion de dobletes se realizé mediante
procesamiento de pulso en Side Scatter (SSC-A vs SSC-W). Se colocé una mascara P1
delante del fotomultiplicador del detector de Forward Scatter 1. Para cada muestra, se
adquirieron eventos durante un tiempo de 7 minutos y 30 segundos. El analisis de los datos
se realiz6 con el programa Summit (Beckman Coulter, USA).

Se analizaron regiones idénticas para cada muestra. Estas regiones incluyen una seccion
de células pequenas y otra de células grandes. En estas regiones se cuantificé el porcentaje
de células GFP + y la intensidad media de fluorescencia.

Figura 10. Cuantificacion de glia GFP+ mediante citometria de flujo. Se esquematiza el
proceso para la cuantificacidon por citometria. Se comienza por la diseccion de los cerebros,
posteriormente se incuban con tripsina durante una hora, se trituran con mortero y se
centrifuga previo a la lectura por el citometro de flujo y clasificador celular MOFLO Astrios
EQ (Beckman Coulter, USA). Finalmente se analizaron los datos con el programa Summit
(Beckman Coulter, USA) con la ayuda del por personal técnico de la Plataforma de
Citometria de Flujo y Clasificacion Celular del Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable (IIBCE). Imagen generada en https://www.biorender.com/.
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Resultados

Pretaporter se expresa en células gliales

Para analizar la potencial expresion normal de Prtp en células gliales de adultos de
Drosophila melanogaster, realicé inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo anti-Prtp
previamente testeado y puesto a punto en nuestro laboratorio, en cerebros de machos
adultos de 5 dias de edad (sefial en rojo). Los genotipos analizados fueron: WT, como
control positivo de expresion de prip+; repoGFP, que combinaba la expresion de prip y de
GFP exclusivamente en células gliales (verde fluorescente); y prtp-; repoGFP, mutantes de
falta de expresion de prtp (nulo), como control negativo de expresion de Prtp (Figura 11).

Nuestros resultados muestran primeramente que la tincion contra Prtp fue exitosa,
detectandose fluorescencia correspondiente al anticuerpo anti-Prtp en los genotipos WT y
prtp+;repoGFP, pero no en prtp-; repoGFP, como era esperable. Por otro lado, la
fluorescencia correspondiente a GFP (verde) se presenta unicamente en la la glia de los
individuos GAL4/UAS, portadores de la secuencia UAS-CD8GFP, por lo cual consideramos
que la técnica fue exitosa (Fig. 11).
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Prtp-; repoGFP

Figura 11. Inmunohistoquimica con anticuerpo anti-Prtp en cerebros completos de
machos adultos de Drosophila melanogaster con y sin expresion de Prtp. Imagenes
representativas de cerebros de los siguientes genotipos: WT, prpt+;repoGFP y
prip-;repoGFP, sometidos a inmuno-tincién con anticuerpo anti-Prtp, donde se marca el
contorno correspondiente a las regiones de un OL y un hemicerebro CB. En WT se observa
exclusivamente fluorescencia especifica roja correspondiente a la sefial del anticuerpo
anti-Prtp empleado. En las moscas transgénicas prtp+; repoGFP se detecta fluorescencia
tanto del anticuerpo anti-Prtp (roja) como de GFP (verde), marcando la membrana de
células gliales a través del promotor endégeno especifico panglial repo. En los mutantes
nulos para prtp de genotipo prtp-;repoGFP se observa exclusivamente sefial verde de GFP.
Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal utilizando el objetivo 20X. La barra de
escala corresponde a 60um.

Posteriormente procedimos al analisis de la expresion de prip el cual se realizé a partir de
imagenes de stacks obtenidas con un objetivo de 63X en cerebros del genotipo prip+;
repoGFP. Estos stacks corresponden a las secciones mas superficiales del cerebro y
presentan una separacién de 1 um entre planos. Las imagenes fueron procesadas
utilizando los softwares ZEN 3.11 (ZEN lite) de ZEISS y FlJl/Imaged (Figura 12).
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Como ha sido establecido previamente, visualizamos que Prtp (rojo) se expresa en células
neuronales (GFP negativas). Adicionalmente, observamos colocalizacion (amarillo) de la
senal del anticuerpo anti-Prtp con la sefal GFP+ (verde), lo que indica que también hay
expresion de Prip en células gliales. Estas células gliales que expresan Prtp, por su
localizacion y morfologia, parecen corresponder principalmente a la glia CG (ver Figura 5B),
y en menor medida, a la glia de recubrimiento EG (ensheating, ver Figura 5A).

Figura 12. A) Cerebro ejemplo de macho adulto de Drosophila melanogaster del genotipo
prip+; repoGFP. Se observa la sefial anti-Prtp (rojo) y la sefal de GFP+ (verde), expresada
unicamente en células gliales. A su vez, se evidencian areas de colocalizacion de ambas
sefales (amarillo). Imagen obtenida mediante microscopia confocal utilizando un objetivo
40X. La barra de escala corresponde a 60um. B) Ampliacién de area de la corteza
recuadrada en A. Se aprecia con mayor resolucion la sefal del anticuerpo anti-Prtp, la sefal
GFP+ en glia y la colocalizacion de ambas sefales. Imagen obtenida de proyeccién en el
eje z con el objetivo 63X (Figura suplementaria 1). La barra de escala corresponde a 30 pm.

La falta de Prtp impacta en el tamafio del cerebro central

Para evaluar si la falta de expresion de prip tiene un impacto en el cerebro de Drosophila
adultas de 5 dias de edad, medi las areas del cerebro central (CB) en tres grupos: WT como
control sin transgénesis (n = 5), prtp+; repoGFP como control transgénico (n = 4) y prip-;
repoGFP, el transgénico con pérdida de funcion de prip (n = 5).

La figura 13 muestra un ejemplo de las mediciones realizadas utilizando el software ZEN
3.11, las cuales fueron graficadas (Figura 14) y comparadas estadisticamente (valores netos
y resultados de la estadistica, ver ANEXO) mediante el programa estadistico GraphPad
Prism.
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Figura 13. Imagen representativa de un cerebro adulto de macho de Drosophila
melanogaster de 5 dias de edad de genotipo WT marcado con anticuerpo anti-Prtp. La
region del hemicerebro central, en la cual se midio el area, se encuentra delimitada por una
linea blanca de referencia. Imagen obtenida por microscopia confocal utilizando objetivo
20X.

Los resultados muestran que el area del hemicerebro central en el grupo prip-; repoGFP es
significativamente mayor en comparacion con los grupos WT y prip+; repoGFP(ANOVA de
una via, p < 0,01 ** y p < 0,05 * respectivamente) (Figura 14). No se observaron diferencias
significativas entre WT y prtp+; repoGFP(Figura 14).

Este resultado indica, tal como sugerian nuestras observaciones no cuantificadas previas
que dieron origen al planteo de esta tesina, que la pérdida de funcion de prip incrementa el
tamafo del cerebro central en Drosophila melanogaster, posiblemente mediante un
mecanismo relacionado con la glia, ya sea a través de cambios morfolégicos de aumento de
tamafo de ciertas células gliales o promoviendo la proliferacion glial, es decir aumentando
el numero total de glias. Esta ultima posibilidad, también fue explorada y cuantificada
mediante las mediciones realizadas por citometria de flujo, cuyos resultados mencionaré a
continuacion.

24



50000 * |
40000 - ‘ :
) | -
:EL 30000 -
g e
2  20000-
g
10000
0 1 1 1

Genotipo

Figura 14. Medicion comparativa del area de hemicerebros centrales de machos
adultos de Drosophila melanogaster de 5 dias de edad segun los distintos genotipos.
El grafico muestra el area (eje Y) en funcién del genotipo (eje X). Las medias de area se
expresan en ym?2. En azul, WT con una media de 24.039 ym?; en rojo, prtp+; repoGFP con
una media de 26.765 um?; y en verde, los mutantes nulos para el gen prip, prtp-; repoGFP
con una media de 35.180 pm2 Con el test ANOVA una via, se observan diferencias
significativas en los mutantes nulos prtp-; repoGFP respecto a los prip+; repoGFP (test de
Tukey, p < 0,05 *) y respecto a WT (test de Tukery, p < 0,01 **).

La falta de Prtp aumenta el numero de glia

Para evaluar si la pérdida de funcion de prip podria estar promoviendo la proliferacién glial,
realicé un analisis por citometria de flujo en cerebros de moscas adultas (Tabla 2 y ANEXO).

En primer lugar, disefié y optimicé un protocolo de disgregacion de cerebros adultos de
Drosophila seguido de ensayos de citometria en la plataforma del IIBCE. La disgregacion
del tejido fue exitosa, resultando en una suspensién de células aisladas y viables, lo que
permitio realizar el analisis planteado.

Se evaluaron los genotipos prtp+; repoGFP, de expresion normal de prip, y mutantes nulos
para prtp (prtp-; repoGFP), ambos con expresion positiva de la proteina GFP dirigida a las
células gliales mediante el promotor repogal4. También se analizaron los genotipos
TM2/+;repogald/repogald 'y w1118prtpA1/w1118prtpA1; +/UAS-CD8GFP; +/UAS-CD8GFP
(provenientes del cruce 4), que fueron utilizados como controles negativos no verde
fluorescentes, ya que no presentan expresion de GFP. En todos los casos se realizé una
Unica mediciéon con un n = 15 cerebros para cada condicion.
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Para todos los genotipos se establecid una ventana de adquisicion de 7 minutos y 30
segundos. El analisis se realizd en regiones idénticas entre los distintos grupos
experimentales, que incluyeron una region de células GFP+ pequenas y otra de células
GFP+ grandes.

Los porcentajes de células GFP+ de cada genotipo y condicion evaluada se resumen en la
Tabla 2. Los mutantes nulos de prip (prtp-;repoGFP) presentaron un mayor porcentaje de
células GFP+ en ambas regiones, de células pequefas y grandes, en relacion con los
individuos prip+; repoGFP. En la regién de células GFP+ pequefas, prtp+; repoGFPmostré
un 87,11 % de células GFP+ frente a un 92,97 % en los mutantes prtp-;repoGFP, mientras
que en la region de células GFP+ grandes, la proporcion fue de 87,81 % en prip+;
repoGFPcontra 96,64 % en los mutantes prtp-;repoGFP.

Se observaron también diferencias en la intensidad de fluorescencia verde GFP+, entre las
células de individuos prtp+; repoGFPque expresan normalmente prip y aquellas GFP+ de
los mutantes nulos de prip (prtp-;repoGFP). La media de intensidad de fluorescencia GFP+
en estos mutantes fue mayor en comparacion con la de los prip+; repoGFP, con un leve
aumento de la intensidad en la region de células GFP+ pequefas y un incremento mas
marcado en la region correspondiente a células GFP+ grandes (Tabla 2).

Estos resultados indican que la poblacién de células gliales (células GFP+) es mayor en
individuos adultos de 5 dias de edad con la mutacién de pérdida de funcién en prip, en
comparacion con individuos que expresan normalmente el gen prip. Esto respalda la
hipétesis de que la proteina Prtp cumple un rol en la modulacién de la poblacién glial en
cerebros adultos de Drosophila melanogaster. Probablemente esto implique mas de un
subtipo glial, dado el incremento de numero e intensidad de células GFP+ de dos rangos de
tamario diferentes (Tabla 2) y dada la morfologia variable sugerida en las imagenes de
co-localizacion por inmunohistoquimica (Figura 12).

Tabla 2. Resultados del analisis de citometria de flujo de cerebros de adultos de
Drosophila melanogaster de 5 dias de edad de los diferentes genotipos.

Genotipo repogal4 prtp-; UAS-GFP | repogal4/UAS-G
FP prtp-;
repogal4/UAS-G
FP
% células 1.15% 2.0% 87.11% 92.97%
pequeias GFP+
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% células
grandes GFP+

5.24%

5.6%

87.81%

96.64%

Media de
fluorescencia
células
pequenas

26.97

30.38

2465

2721

Media de
fluorescencia
células grandes

57.15

58.26

3861

4710
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Discusion

En esta tesina nos propusimos evaluar la hipotesis de que Prtp se expresa en células gliales
de cerebros adultos de Drosophila melanogaster y que su falta impacta en el numero de
dichas células y, por consiguiente, en la morfologia cerebral. Los resultados obtenidos
avalan fuertemente estas hipotesis, demostrando por primera vez, tanto la expresion normal
de Prtp en glia asi como que su falta determina un aumento en el nimero de células gliales
y en el tamafio cerebral.

Encontramos colocalizacién entre la sefial GFP y la del anti-Prtp, lo que indica que las
células gliales expresan el gen pritp, hallazgo que coincide con los datos de transcriptémica
del Fly Cell Atlas Proyect (H. Li et al., 2022) donde se reportan niveles bajos de expresion
de prtp en células gliales.

El analisis inmunohistoquimico de la expresion de Prtp en células gliales de individuos
machos de 5 dias de edad (Figuras 11-13) se realizé utilizando cerebros completos y las
imagenes se obtuvieron mediante microscopia confocal con proyecciones en el eje Z. Para
contar con una mejor referencia del area visualizada, capturamos los planos mas
superficiales del cerebro (entre 20 y 30 imagenes), con una separacion de 1um entre
planos. Debemos tener en cuenta que un cerebro completo de adulto de Drosophila
presenta una profundidad aproximada de 80 a 100 um (Ou et al., 2016), lo cual implica que
no se analizé un importante porcentaje del cerebro mas profundo. Seria interesante a futuro,
analizar si existe también colocalizacion con las glias a ese nivel.

Debemos considerar que el GFP visualizado se encuentra bajo el control del promotor
enddgeno repo, acoplado al Gal4, un marcador panglial. Por lo tanto, no podemos
determinar si Prtp se expresa en todos los subtipos gliales o solo en algunos. Por la
profundidad a la que se obtuvieron las imagenes y por la morfologia observada (Figura 12),
podemos suponer que Prtp se expresa al menos en la glia CG y en la glia EG mas
superficial. Seria interesante profundizar en la caracterizacion de su expresion en los
distintos subtipos gliales, lo cual podria abordarse utilizando lineas de Drosophila que
expresen GAL4 bajo promotores especificos de cada subtipo de glia (Kremer et al., 2017).

Como previamente fue establecido en la introduccioén, la funcién comprobada de Prip es la
de actuar como receptor fagocitico de Drp en condiciones de muerte celular (Kuraishi et al.,
2009). Sin embargo, también se le han atribuido otras funciones potenciales, como su
participacién en el plegado de proteinas y su probable capacidad oxidorreductasa lo cual
contribuiria a la homeostasis redox de las células (discutido en Silvera C., 2023). Esto
plantea la interrogante sobre cudal podria ser la funcién principal de Prtp en las células
gliales.

Observaciones preliminares de nuestro grupo de investigacion documentaron un aumento
en el tamafio cerebral en machos de Drosophila melanogaster mutantes con pérdida de
funcion de prip, aunque este fendmeno no habia sido cuantificado hasta mi tesina. En este
trabajo demostramos, por primera vez, que la falta de Prtp determina un aumento
significativo del area cerebral del CB de moscas macho adultas de 5 dias de edad.
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Cabe mencionar que nuestra cuantificacion comparativa de las areas cerebrales (Figuras
13-14) fue realizada en la region del cerebro central (CB), excluyendo los Iébulos 6pticos
(OL), ya que estas estructuras fueron las mas susceptibles al dafio durante el proceso de
diseccion y mas variables durante el montaje, pudiendo llevar a mediciones erréneas de sub
0 sobreestimaciéon de areas, si hubieran sido inclui¢idas. Es por ello que, mas
precisamente, ademas de no considerar los OL de cada individuo utilizamos sélo un
hemicerebro central, seleccionando el que presentara mejor conservacion estructural. Esta
aproximacion puede considerarse como un primer paso para la caracterizacion morfoldgica.
Para una mayor precisién en la medicion del area total cerebral y una posterior estimacion
del volumen completo, se podrian hacer proyecciones en el eje Z del cerebro entero y
mediante un software de analisis como FlJl/ImageJ, cuantificar estos parametros.

El cerebro de la Drosophila melanogaster es extremadamente plastico, presentando
cambios en el tamafno de diversas regiones cerebrales (OL, calices, CB) en respuesta a
diferentes estimulos visuales, olfatorios, sociales, entre otros (Barth et al., 1997; Barth &
Heisenberg, 1997). Si bien esta plasticidad puede ocurrir en cualquier etapa de la vida
adulta, tiene su periodo critico durante la primer semana post-eclosién (Heisenberg et al.,
1995). La mayoria de trabajos que investigaron este fenomeno se centraron en el papel de
las neuronas en este proceso, explorando como procesos como la neurogénesis, el
aumento de las prolongaciones neuronales y la remodelacion de las conexiones sinapticas
contribuyen a los cambios en el tamafo cerebral. Sin embargo, son pocos los estudios que
han evaluado el papel de la glia en este proceso.

En este contexto, si la glia participa en el aumento del tamafio cerebral observado en los
mutantes prip-, podrian plantearse tres escenarios posibles:
1. Las células gliales aumentan de tamafo, lo que contribuye al agrandamiento
cerebral.
2. Las células gliales aumentan en numero, lo cual expande la masa cerebral total.
3. Ambos procesos ocurren simultaneamente.

Nuestros ensayos de citometria de flujo aportaron informacion sobre esta pregunta. Cabe
destacar que, como parte de este trabajo, logramos poner a punto un protocolo de
disgregacion de cerebros de moscas Drosophila melanogaster para su posterior analisis
mediante citometria de flujo. Este proceso representd uno de los desafios mas significativos
de la tesis, demandando una considerable inversion de tiempo y esfuerzo. La optimizacion
de esta metodologia no solo permitié alcanzar los objetivos del presente estudio, sino que
también permitira su aplicacién en investigaciones futuras que requieran el analisis celular
cuantitativo en el SN de Drosophila.

Nuestros resultados de citometria de flujo muestran un aumento en la intensidad de
fluorescencia de GFP+ en la poblacion glial de los mutantes prip- (Tabla 2 y ANEXO). Esta
observaciéon puede interpretarse como un incremento en el numero de células GFP+, es
decir, un aumento en la cantidad de células gliales. En consecuencia, es razonable atribuir
el mayor tamano cerebral observado en los mutantes prip- al incremento en la poblacion
glial.

Cabe senalar que no fue posible realizar un analisis estadistico formal de estos datos, ya
que se obtuvo una unica medicibn por muestra de cada genotipo. Para validar
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estadisticamente estos resultados en el futuro, seria necesario realizar réplicas para
calcular la variabilidad intra-grupo y aplicar pruebas estadisticas apropiadas.

Clasicamente se consideraba que la neurogénesis y la gliogénesis adulta en Drosophila
eran muy reducidas o incluso inexistentes. Esta idea se sustentaba en el hecho de que las
células progenitoras de neuronas y glia, los neuroblastos, se diferencian completamente o
sufren apoptosis antes de la eclosion de la larva 1 (Siegrist et al., 2010; Sood et al., 2023).
Sin embargo, nuevos estudios comprueban que tanto la neurogénesis como la gliogénesis
puede ocurrir en el cerebro adulto, fundamentalmente en respuesta a dafo cerebral, estrés
o0 manipulaciones genéticas (Crocker et al., 2021; Foo et al., 2017; Li & Hidalgo, 2020).

Pero, ¢como la expresion de prtp regularia la poblacién glial? Dada su funcién comprobada
como receptor fagocitico de Drpr, Prtp podria participar en el mantenimiento de la poblacion
glial al mediar la eliminacion de glia apoptética. Su ausencia podria impedir la eliminacién
de células gliales apoptdticas, desencadenando la acumulacién de glia disfuncional. Esto
podria desencadenar o contribuir con procesos presentes en EN, tal como fue mencionado
en la introduccién. Una estrategia para explorar esto seria utilizar marcadores de apoptosis,
como anticuerpos contra caspasas activadas, y evaluarlos mediante microscopia o
citometria de flujo para determinar si las glias acumuladas son apoptéticas (Fan &
Bergmann, 2010).

Por otro lado, Prtp podria estar regulando la proliferacion glial, limitando su proliferacion
excesiva mientras que su ausencia desinhibiria uno o varios de los mecanismos que
normalmente restringen la expansion glial. En este sentido podria actuar de forma paralela o
en conexion con vias reguladoras de la expansién glial conocidas como la via Hippo, la cual
restringe la actividad del coactivador Yorkie. La activacion de Yorkie promueve la expresion
de genes como bantam 'y Myc, que favorecen la proliferacion glial (Reddy & Irvine, 2011).

Por ultimo, numerosa evidencia vincula la homeostasis redox con la regulacién del ciclo
celular y la proliferacion celular (Mackova et al., 2024; Sarsour et al., 2009). Una de las
funciones de los radicales libres del oxigeno (ROS) es la de actuar como segundos
mensajeros en diversas vias de sefalizacion (Sies, 2015; Wu etal., 2022). En este
contexto, los niveles de ROS pueden modular el progreso a través de las distintas fases del
ciclo celular, actuando sobre multiples blancos moleculares. Entre estos se incluyen las
cliclinas y las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), diversos factores de transcripcion
asi como proteinas reguladoras del ciclo como p53 o p21 (Mackova et al., 2024). Segun su
concentracion, los ROS pueden promover la progresion celular o, en niveles mas altos,
activar mecanismos de senescencia o apoptosis (Tan et al., 2017).

Por sus dominios tiorredoxina, la proteina Prtp tendria una potencial actividad
oxidorreductasa, contribuyendo a la homeostasis redox celular (Silvera C., 2023; (Silvera
et al., 2025). En este sentido, su ausencia podria desencadenar un desbalance redox que
actuase como senal de proliferacion glial, favoreciendo la activacion del ciclo celular en las
glias, aumentando la mitosis y, por ende, el numero de células gliales. totales dentro del
cerebro de los mutantes prip-. Para profundizar en esta posibilidad, podriamos evaluar a
futuro los niveles de ROS presentes en estos mutantes respecto a moscas normales al igual
que evaluar diversos marcadores del ciclo celular como los niveles de ciclinas y cdk, entre
otros.
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Conclusion

En esta tesina de grado realizada para la obtencion de mi titulo de Licenciado en Ciencias
Bioldgicas de la FCien-UdelaR evalué si el gen pretaporter se expresa en células gliales de
cerebros de adultos de Drosophila melanogaster y si su ausencia tiene algun impacto en el
numero de glias y la morfologia cerebral.

Contrasté nuestras hipotesis mediante la planificacion y realizacion de cruces genéticos,
empleo de técnicas de inmunohistoquimica y microscopia confocal, programas de analisis
de imagenes y estadistica, y mediante la puesta a punto y analisis por citometria de flujo.

Nuestros resultados muestran por primera vez que Prtp se expresa en las glias de cerebros
adultos de Drosophila melanogaster, siendo el unico reporte de su expresion en glias hasta
el momento (ya que no ha sido reportado aun para sus homdlogos). También muestran por
primera vez que la falta de expresion de prtp se asocia con un aumento del numero de
células gliales, lo que repercute en la morfologia cerebral determinando un aumento de su
tamano.

A partir de estos resultados, propusimos diversos mecanismos mediante los cuales la
ausencia de Prtp podria favorecer el aumento de la poblacion glial: disminucion en la
eliminacion (clearance) de glias apoptéticas, desregulacion de vias que regulan la
proliferacién glial o alteraciones en la homeostasis redox intracelular que impacten sobre el
control del ciclo celular. Futuros estudios permitiran profundizar en estos mecanismos o
sugerir otros alternativos y determinar con mayor precision el papel de la proteina Prtp en la
regulacién glial y en su eventual incidencia en el desarrollo cerebral normal y en la
generacion o mantenimiento de procesos asociados a patologias del SN como las EN
mencionadas en la introduccion.
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Anexos

Figura Suplementaria 1. Proyeccion en el eje Z de cerebro de genotipo prip+; repoGFP. Se
observa colocalizacion entre la sefal del anticuerpo anti-Prtp (rojo) y la sefial de GFP. Las
imagenes fueron obtenidas mediante microscopia confocal utilizando un objetivo de 63X.
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Figura Suplementaria 2. Proyeccion en el eje Z de cerebro de genotipo prip+; repoGFP. Se
observa colocalizacion entre la sefal del anticuerpo anti-Prtp (rojo) y la sefial de GFP. Las
imagenes fueron obtenidas mediante microscopia confocal utilizando un objetivo de 63X.
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Figura suplementaria 2. Citometria de cerebros de genotipo prtp+; repoGFP. En A se
muestra la region de células pequefias, y en B la region de células grandes. En Cy D se
presentan histogramas de fluorescencia para células pequenas (C) y para células grandes
(D), indicando el area correspondiente a las células GFP+.
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Figura suplementaria 3. Citometria de cerebros de genotipo prtp-;repoGFP. En A se muestra
la regiodn de células pequenas, y en B la region de células grandes. En C y D se presentan

histogramas de fluorescencia para células pequefias (C) y para células grandes (D),
indicando el area correspondiente a las células GFP+.

Tabl mplementaria 1. Medi I rebr ntral [ iferent noti
analizados. Realizado por el programa ZEN 3.11 (ZEISS lite).
WT repogal4/UAS-GFP prtp-; repogal4/UAS-GFP
21119 23193 33891
26520 21519 33132
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26407 33819 35447

24475 28527 32213

21675 41217

Tabla complementaria 2. Analisis de normalidad de las medidas de los cerebros centrales
mediante el test de Shapiro-Wilk. Realizado en el programa estadistico GraphPad Prism.

Shapiro-Wilk test
W 0.8589 0.9367 0.8366
P value 0.2244 0.6343 0.1557
FPassed normality test (alpha=0.05)" Yes Yes Yes
P value summary ns ns ns
Number of values 5 4 b

Mumber of families 1

Mumber of comparisons per family 3

Alpha 0.05

Tukey's multiple comparisons test Mean Difi. 95.00% Cl of diff. Below threshold? Summary Adjusted P Value
ColumnAvs. Column B -2725 -9556 to 4405 Mo ns 0.5730 A-B
ColumnAvs. Column C 11141 -17864 to -4418 Yes * 0.0025 AC
Column B vs. Column C -8416 -15546 to 1285 Yes * 0.0217 B-C

Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff. SE of diff. n1 n2 q
ColumnAvs. Column B 24039 26765 -2725 2640 5 4 1.460
ColumnAvs. Column C 24039 35180 -11141 2489 5 5 6.330
Column B vs. Column C 26765 35180 -8416 2640 4 5 4.508
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