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RESUMEN

Las paraparesias espasticas hereditarias (PEH) corresponden a un grupo de
desdrdenes neurodegenerativos que generan debilidad y espasticidad de las
extremidades inferiores producto de la degeneracibn de motoneuronas
corticoespinales. Dentro de las PEH se encuentra una forma autosémica dominante
pura producida por mutaciones de sentido erréneo en atlastina-1, que dan origen a

alrededor del 10% de casos de aparicion temprana de esta enfermedad.

En larvas de Drosophila melanogaster la disminucién de la expresién de
atlastina en motoneuronas causa defectos motores progresivos, similares a los
observados durante la progresién de las PEH. En adultos de esta especie se han
caracterizado regiones del genoma que actian como modificadores dominantes

asociados al déficit motor dado por estas mutaciones en atlastina.

En este trabajo, se estudiaron los efectos de la disminucion de la expresion de
atlastina en la morfologia de axones motores y unidon neuromuscular (UNM) de
extremidades de moscas adultas. Ademas, se determing si las regiones modificadoras
del fenotipo motor también modifican estas estructuras. Nuestros resultados indican
que mutaciones en atlastina son suficientes para generar un fenotipo morfoldgico de
axones motores y UNM, los cuales pueden ser rescatados por algunos genes
presentes en ciertas regiones del genoma de Drosophila. De esta forma, se identificd
al homologo a sly-1 (slh) como un potencial modificador genético de esta mutacion en
atlastina, cuya disminucion de expresién generd un nuevo fenotipo morfologico de las

estructuras mencionadas.

Por tanto, en este trabajo identificamos potenciales modificadores de la funcion
de atlastina en motoneuronas, lo cuales pueden ser posibles blancos terapéuticos y
cuyo estudio podria contribuir a determinar la funciéon molecular de este y otros genes

asociados a las PEH.

Vi



ABSTRACT

The hereditary spastic paraplegia (HSP) correspond to a group of
neurodegenerative disorders that generate weakness and spasticity of the lower limbs,
as a result of degeneration of corticospinal motor neurons. Within HSPs exist a pure
autosomic dominant form produced by missense mutations in atlastin-1, which give rise
to about 10% of cases of early onset of this disease.

In Drosophila melanogaster larvae, decreased atlastin expression in motor
neurons causes progressive motor defects, similar to those observed during the
progression of HSP. In adults of this specie, it has been characterized regions of the
genome that act as dominant modifiers associated to the motor deficit caused by this
atlastin mutation.

In this work, we studied the effects of a reduced expression of atlastin in the
morphology of motor axons and neuromuscular junction (NMJ) of adult fly limbs. In
addition, we determinated whether the modifying regions of the motor phenotype also
modify these structures. Our results indicate that mutations in atlastin are enough to
generate a morphological phenotype of motor axons and NMJ, which can be rescued
by some genes present in certain regions of the Drosophila genome. In this way, the
homologous to sly-1 (slh) was identified as a potential genetic modifier of this mutation
in atlastin, whose decreased expression generated a new morphological phenotype of
the mentioned structures.

Therefore, in this work we identified potential modifiers of atlastin function in
motor neurons, which may be possible therapeutic targets and whose study could
contribute to determinate the molecular function of this and other genes associated with
HSP.

vii



1. INTRODUCCION

1.1 Sistema nervioso, sinapsis y enfermedades neurodegenerativas

El sistema nervioso es una intrincada red interconectada que permite a los
organismos interactuar y adaptarse al medioambiente a través de la transferencia de
informacion en forma de impulsos nerviosos, donde la direccion y extension del
sistema, sumado a la mayor complejidad de las neuronas con respecto a otros tipos
celulares, son aspectos fundamentales para la funcionalidad del mismo?.

La comunicacion entre neuronas es mantenida por las sinapsis, que actdan
como sitios de comunicacion primarios entre ellas, involucrando la presencia de
sefiales bidireccionales entre neuronas pre y postsinapticas.

Las sinapsis se encuentran subdivididas en las formas eléctrica y quimica,
siendo esta ultima la que finalmente conducird al desarrollo de estructuras
especializadas para la liberacion y deteccion de neurotransmisores?. El flujo de
informacion neuronal que ocurre en la sinapsis quimica inicia en los terminales
presinapticos de una neurona, con la liberacion de neurotransmisores que son
almacenados en compartimentos endosémicos (vesiculas sinapticas) y liberados al
espacio sinaptico desde las respectivas zonas activas, donde son reconocidos por
receptores especificos presentes en la membrana de la neurona/muasculo

postsinaptico, induciendo asi un cambio en su potencial de membrana? (figura 1).



Un potencial de accién
invade el terminal presindptico

Neurotransmisores
sintetizados y
almacenados
en vesiculas

Despolarizacion de terminales
presinapticos causa la
apertura de los canales de

Ca2+ activados por voltaje

Flujo de Ca2+
hacia los canales

pl Ca2+ induce la fusion
de las vesiculas con la
membrana presindptica

Neurofransmisores-

Neurotransmisor
es liberado en el
espacio sinaptico
via exocitosis

:

Corriente de flujo
postsindptico

Neurotransmisor se une
a receptores de la
membrana postsinaptica;

Apertura/ciere
de canales
postsindpticos

Corriente postsinaptica causa
un potencial postsinaptico
inhibitorio o excitatorio que
cambia la excitabilidad de la
célula postsinaptica

Figura 1. Sinapsis quimica mediada por neurotransmisores en organismos vertebrados, donde se
indican cada uno de los pasos que ocurren durante este proceso, comenzando con la sintesis y
almacenamiento de los neurotransmisores en las vesiculas sinapticas que finalmente seran liberados
en el espacio sinaptico para inducir un cambio en el potencial de membrana de la neurona o musculo

postsinaptico. Imagen tomada de Neuroscience, 4™ edition?.
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Cada zona activa esta constituida por las llamadas “proteinas de zonas activas
gue dan lugar a la citomatriz de la zona activa (CAZ), formada por un conglomerado
de proteinas entre las que se encuentran Bassoon®, Munc13®, RIM1/27, Piccolo® y la
familia de proteinas CAST/ELKS/Erc’.



Cualquier alteracién en el niamero, tamafio y distribucion de las zonas activas
presentes en la membrana de los terminales presinapticos, tiene un profundo impacto
en como la informacion es procesada en el circuito neuronal y en como éste se adapta
en respuesta a los diferentes estimulos internos y/o externos, ya que refleja el numero

de vesiculas que se pueden liberar frente a un determinado estimulo®.

Debido al papel tréfico de las sinapsis y sus zonas activas, que mantiene la
capacidad de conexién y la sobrevida neuronal, numerosos estudios se han enfocado
en los efectos neurodegenerativos que podrian tener los defectos en la funcién y
morfologia sinaptica®. Sin embargo, el pequefio tamafio y la variabilidad intrinseca de
las sinapsis del sistema nervioso central limitan el estudio de los defectos en las
estructuras presentes en las sinapsis, complicando las investigaciones de este tipo°.
Para resolver este problema, los investigadores han hecho uso de la union
neuromuscular (UNM), un tipo de sinapsis formada entre una motoneurona y una fibra
muscular especifica, que cuenta con zonas activas de gran tamafio (~1 um) y posee
un patrén regular y estereotipado!!. Esta escasa variabilidad de la UNM permite
realizar estudios de envejecimiento y de algunos desoérdenes patologicos enfocandose
especialmente en sus zonas activas, ya que la densidad de estas estructuras en
general disminuye bajo estas situaciones, lo que conlleva una transmision sinaptica

débil y la eventual denervacion de la UNM8.

Las enfermedades neurodegenerativas pueden ser descritas como una
condicioén clinica caracterizada por la pérdida selectiva y progresiva de neuronas,
llevando a la aparicion de defectos conductuales, fisicos y cognitivos de los
pacientes??. Pueden ser clasificadas de acuerdo a su origen, si la forma de la
enfermedad es hereditaria 0 no; de acuerdo al tipo de neurona afectada, si afecta a
neuronas motoras, dopaminérgicas o gabaérgicas y; de acuerdo a la sintomatologia
clinica y su patologia, donde se dividen en enfermedades afectando el movimiento y

demencias?s.

Las enfermedades neurodegenerativas que afectan las funciones motoras se
conocen comunmente como enfermedades de las motoneuronas (EMN),

caracterizadas por una degeneracion progresivamente rapida del sistema motor, y a



pesar de que clinicamente solo estan dadas por un deterioro neurolégico progresivo,
nuevos descubrimientos han indicado una naturaleza heterogénea de estas

enfermedades?®.

Dentro de la amplia gama de EMN existentes, entre las mas comunes se
encuentran la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), las paraparesias espasticas
hereditarias (PEH) y la atrofia muscular espinal (AME)*®. A diferencia de la mayoria de
las EMN, las PEH son un grupo de desérdenes neurodegenerativos que muestran una
heterogeneidad clinica relacionada a una notable variabilidad genética, lo que la han
convertido en el foco de constantes investigaciones acerca de las bases genéticas que

la asocien a otras enfermedades neurodegenerativas®®.

1.2 Paraparesias Espasticas Hereditarias

Las paraparesias espasticas hereditarias (PEH) corresponden a un grupo de
desdrdenes neurodegenerativos de caracter heterogéneo con una prevalencia a nivel
mundial de entre 3-10 individuos afectados por cada 100.000 y con un inicio de la

enfermedad variando desde una nifiez temprana hasta incluso los 70 afios de edad?'’.

Las PEH constituyen el segundo grupo mas importante de enfermedades
neurodegenerativas asociadas a la degeneracion de motoneuronas, mostrando como
principal sintoma la espasticidad y debilidad progresiva de las extremidades inferiores
de los afectados®®. Esto ocurre como consecuencia de la degeneracién de los
extremos distales de los axones de las motoneuronas corticoespinales superiores que
finalmente resultard en la pérdida de conectividad neuronal con el musculo

esquelético®®.

Las PEH pueden manifestarse en forma pura, si la paraparesia se presenta
como unico sintoma, o bien, en forma compleja, cuando viene acompafada de otras
anormalidades neurolégicas como retinopatia, neuropatia Optica, sordera, ataxia,

demencia, algin grado de retardo mental y epilepsia®.

Actualmente no existe ningun tratamiento efectivo contra los diferentes subtipos

de PEH, pero los sintomas pueden ser aminorados mediante el uso de drogas
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destinadas a la relajacion muscular?, inyecciones botulinicas para reducir la
espasticidad y terapia fisica regular que permita mejorar la velocidad de movimiento al

caminar y aumentar la fuerza de las extremidades inferiores de los pacientes??.

1.2.1 Modo de herencia y causas genéticas de las paraparesias espasticas

hereditarias

Las PEH pueden mostrar un patron de herencia autosémico dominante,
autosémico recesivo o ligado al cromosoma X, a los cuales se han asociado
molecularmente mutaciones en mas de 40 genes, haciendo de las PEH un grupo de

desérdenes neurodegenerativos genéticamente heterogéneo?? (tabla 1).

Gen ‘ Proteina ‘ Fenotipo ‘ Funcioén biolégica
Relacionados al trafico de membrana
SPG3A Atlastina-1 AD pura Morfogénesis del RE, sefializacion BMP
. Morfogénesis del RE, tréfico endosomal, sefializacion BMP,
SPG4 Espastina AD pura citocinesis, regulacion del citoesqueleto
SPG6 NIPA1 AD pura Trafico endosomal, sefalizacion BMP
SPG8 Estrumpelina AD pura Morfogénesis endosomal, regulacion del citoesqueleto
SPG10 KIF5A AD compleja Proteina motora de microtibulos
SPG11 Espatacsina AD compleja ¢ Tréfico de membrana?
SPG15 Espasticina AD compleja ¢ Tréfico de membrana?, citocinesis
SPG17 Seipina AD compleja Proteina de membrana de RE, biogénesis de gotas lipidicas
SPG20 Espartina AD compleja Trafico endosoma_l, :se_nallzgcm_)n BMP,_ biogénesis de gotas
lipidicas, ¢ mitocondrial?
SPG21 Maspardina AD compleja Trafico endosomal
SPG31 REEP1 AD pura Morfogénesis del RE
Mitocondrial
SPG13 HSP60 AD pura Chaperona mitocondrial
SPG7 Paraplegina AR compleja Proteasa mitocondrial
Mielinizacion
SPG2 PLP RLX compleja Proteina de mielina




2-Hidroxilasa
SPG35 de acidos AR compleja Hidrolizacion de lipidos de mielina
grasos
Miscelaneos
SPG1 L1CAM RLX compleja Adhesion celular y sefializacion
SPG5 CYP7B1 AR pura Metabolismo de colesterol
Esterasa
SPG39 blanco de AR compleja Homeostasis de fosfolipidos, blanco de organofosfatos
neuropatia
SPG42 SLC33A1 AD pura Transportador Acetil-CoA
SPG48 KIAA0415 AR compleja Reparacion de DNA

Tabla 1. Genes conocidos como causantes de PEH divididos en grupos funcionales. Ademas del
simbolo o loci de cada gen, se indican la proteina que codifican, el fenotipo producido y la funcion
biolégica de cada uno de ellos. AD: autosémica dominante; AR: autosémica recesiva; RLX: recesiva
ligada al cromosoma X23,

Existen varias hipétesis conducentes a explicar la disfuncion neuronal presente
en las PEH producto de las mutaciones que afectan a gran parte de los genes que
codifican proteinas localizadas en el reticulo endoplasmico (RE), sin embargo, el
mecanismo preciso por el cual las alteraciones de este organelo conducen a la
aparicion de esta enfermedad es poco claro?3. En este sentido, se han planteado como
posibles causas a la regulacion espacial de los tubulos del RE y la desregulacion de
calcio en la sinapsis, aunque el rol de proteinas no limitadas Unicamente al RE
mantiene las dudas con respecto al funcionamiento neuronal anormal comun en esta
enfermedad?*.

Por estas razones, existe un gran desafio en determinar el grado de
participacion de cada una de las vias involucradas en las PEH, dado que los genes
causantes de esta enfermedad tienen multiples funciones y participan en mas de una
via, los que ademas pueden ser intrinsecos a las motoneuronas o ser expresados en
neuronas vecinas y tener efectos sobre las primeras, complicando aun mas entender

los mecanismos involucrados!’ (figura 2).



DNA repair

APSZ1 .

Figura 2. Esquema de los posibles mecanismos patogénicos involucrados en las PEH, ejemplificando
una motoneurona con la localizacion de los diferentes genes involucrados en la generacion de esta

enfermedad?’.

1.2.2 Atlastina: caracteristicas, funcién y su relacién con las paraparesias

espasticas hereditarias

Entre los diferentes genes causantes de PEH se encuentra atlastina (ATL), una
proteina integral de membrana perteneciente a la superfamilia de dinaminas de
grandes GTPasas en células eucariontes, donde media la fusibn homotipica de
membranas del RE, proceso fundamental para la formacion de la red tubular del

mismo?°,



Estructuralmente, esta familia de proteinas posee en su dominio citosolico, un
fragmento N-terminal corto, seguido por un dominio GTPasa catalitico bien conservado
y un dominio medio (3HB) que es fundamental para su dimerizacién, luego dos
dominios transmembrana (TM) dispuestos en tandem por el cual se unen a la
membrana del RE, para terminar con un fragmento C-terminal (figura 3), también

citosolico?6.

Dominio medio

Figura 3. Esquema de los diferentes dominios de la proteina ATL-1 de humano. GTPasa: dominio
GTPasa catalitico. 3HB: dominio de tres hélices. DTMs: dominios transmembrana. CT: extremo C-

terminal?s.

ATL fue identificada por primera vez como el producto del gen mutante SPG3A
en humanos?*. En vertebrados existen tres miembros pertenecientes a la subfamilia
de atlastina: ATL-1, ATL-2 y ATL-3, que se encuentran presentes en diferentes tejidos,
con una alta expresion de ATL-1 en el sistema nervioso central y bajos niveles en
tejidos no neuronales, a diferencia de ATL-2 y ATL-3 que muestran una elevada
expresion en estos Ultimos?’. ATL también esta presente en otras especies como
Arabidopsis thaliana y Saccharomyces cerevisiae, donde su Unico miembro fue

denominado como RHD3 y Seylp, respectivamente??.

A nivel subcelular, ATL-1 se localiza predominantemente en el cis-Golgi y, en
menor medida, en el RE?®, mientras que ATL-2 y ATL-3 solo se encuentran en el RE 'y

complejos vesiculares-tubulares?”’.

Existen una serie de estudios de localizacion de ATL que han apuntado a su
asociacion con el RE, Golgi, dinamina y neuritas, aportando evidencia de que podria
estar involucrada en el trafico y procesamiento de proteinas que ocurre entre el Golgi
y el RE?®,
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En la fusidbn homotipica de las membranas del RE (figura 4), las moléculas de
ATL pueden estar situadas en la misma membrana o en membranas diferentes,
ejerciendo una interaccion cis o trans, respectivamente, aunque solo esta Ultima
permite el anclaje y fusion de membranas opuestas. Este mecanismo comienza
cuando un mondémero de ATL se une a GTP (paso 1), luego de lo cual los monémeros
forman rapidamente un dimero (pasos 2 y 3). Posteriormente, con la hidrolisis del GTP,
los dimeros de ATL pasan a un estado de transicién (paso 4) en el que adoptan una
alta afinidad debido a una fuerte interaccion entre los dominios 3HB. Por ultimo, con la
liberacion de GDP y Pi, producto de la hidrélisis del GTP, ocurre la disociacion de los
dimeros de ATL en mondmeros (pasos 5y 6). Sin embargo, para completar un evento
de fusion exitoso, se requieren de multiples ciclos de accion de ATL, dado que la rapida
hidrélisis de GTP hace del dimero un estado transitorio, por lo que esta GTPasa vuelve
rapidamente a su forma monomérica antes de que la fusién de las membranas haya

ocurrido por completo (paso 7)%°.

Fusién
Trans abortada
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o )

= GTPGTP ——
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@
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Figura 4. Modelo de fusion homotipica de membranas del RE mediado por atlastina. En la parte inferior
se muestra la interaccion de tipo cis que ocurre entre dos ATL situadas en la misma membrana del RE,
mientras que en la parte superior se muestra la interacciéon de tipo trans que ocurre entre dos ATL
situadas en membranas diferentes. Los nimeros indican cada uno de los pasos que se propone que

ocurran durante la de fusiéon?>.
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En humanos, ATL-1 puede ser afectada por mas de 30 mutaciones,
generalmente de sentido erréneo?’ (figura 5), que dan origen a la aparicién de ciertas
enfermedades neurodegenerativas, tales como la neuropatia sensorial hereditaria tipo
| (NSH1)%® y un tipo de paraparesia espastica hereditaria (PEH)?°. Sin embargo, casi
la totalidad de estas mutaciones se asocian a la PEH autosémica dominante pura, lo
que hacen que ATL-1 represente aproximadamente el 10% de las PEH*°. Esto la
convierten en la segunda causa mas comun de esta enfermedad, después de

espastina, y en la principal causa de su origen temprano?’.

Ser259Tyr
GIn131Arg Ser259Phe Metd08Thr

Val253ile Metd0gVal

Ala16SThr|  Leu250Pro
Cys375Arg|Phed 13Leu

Tyr196Cys Aladd2GIyfs X230
Thri62Pro lle315Ser Tyra59Cys
Arg239Cys
Arg239Leu Tyr336His Glyag2val Sers>18Asn
Thr1$6lle Gly469Ala
‘ ____FUTR
SUTR ™ ™ JuT
1" 12 13 14 Exon

4

I NN

448 470 474 ’496

GIug6GIn

FPhel51Ser His180Asp His258Arg Asnd40Thr ArgagsTrp

MNa161Pro Asn3SSLys | | Asnd36del 507 llefsX 15
GIn251Lys Argd15Trp
Leul157Trp His247Pro Ser3g8Tyr GIuS02GIyfsX20
His247Arg Ser398Phe

Figura 5. Esquema de mutaciones de sentido erréneo conocidas en ATL-1. Las mutaciones subrayadas
estan asociadas a la neuropatia sensorial hereditaria tipo | (NSH1), mientras que el resto de las
mutaciones estan asociadas a PEH autosdmica dominante. Los numeros de 1-14 representan los

exones3t,

Desde un punto de vista estructural, gran parte de las mutaciones que afectan
a atlastina estan situadas en la cola N-terminal, donde se encuentra el dominio
GTPasa, ejerciendo efectos patogénicos a través de la introduccidon de una estructura
secundaria aberrante que afecta la multimerizacion de atlastina o sus interacciones

moleculares con otras proteinas, lo cual podria explicar su caracteristica dominante3.

Por otro lado, un estudio realizado por Li y colaboradores (2017)%? identificé un
rol clave de ATL-1 en el crecimiento de neuritas inducido por el factor de crecimiento
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nervioso (NGF) en células PC-12 transfectadas con ATL1-Myc. Tanto la
sobreexpresion de ATL-1 como la mutacion de sentido erroneo K80A que afecta a su
dominio GTPasa suprimio este mecanismo en una forma dependiente de la entrada
de Ca?* mediada por RE (SOCE), dado que este tipo de transporte de calcio depende
de los puntos de union entre el RE y la membrana plasmatica, que inevitablemente se
ven afectados por el cambio conformacional en la morfologia del RE inducido por

mutaciones en ATL-1.

Sumado a esto, Namekawa y colaboradores (2007)?® demostraron, mediante
ensayos de inmuprecipitacion, la relacion de atlastina y el aparato de Golgi en
enfermedades neurodegenerativas. Mutaciones en atlastina causan deficiencias en la
morfologia de este organelo y en el mecanismo de gemacion de vesiculas, aportando
evidencia de que atlastina también podria interactuar o interferir con el sistema Golgi-
RE de las neuronas, regulando el trafico intracelular, que finalmente se podria traducir

en una pérdida de la mantencién del crecimiento y desarrollo axonal®3,

1.2.3 Atlastina en Drosophila melanogaster: un modelo de estudio de las

paraparesias espasticas hereditarias

En la actualidad, existe una gran variedad de modelos disponibles para el
estudio de los mecanismos moleculares involucrados en las PEH, con modelos
vertebrados murinos, por ejemplo, knockout para genes como espastina y
paraplegina®4. Estos modelos recrean la enfermedad al manifestar defectos en
actividades locomotoras de forma dependiente de la edad, observandose en los
nervios de cada uno de estos ratones la acumulacion de organelos membranosos y
proteinas del citoesqueleto en los axones de las motoneuronas®®, sumado a defectos
en el transporte axonal anterdgrado y retrégrado y al aumento del diametro axonal

correlacionado a eventos tempranos de neurodegeneracion?e.

Sin embargo, debido a su facil manipulacion y bajo costo, los modelos
invertebrados para el estudio de este tipo de enfermedades han surgido como

alternativa, donde la mosca del vinagre Drosophila melanogaster ha sido objeto de
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estudio esencial para identificar algunos de los mecanismos biolégicos de las PEH?’.
Este insecto holometabolo otorga un sin nimero de ventajas para el modelamiento de
mecanismos celulares y moleculares subyacentes a algunas enfermedades humanas,
dado que alrededor de un 75% de los genes causantes de enfermedades poseen un
ortélogo en moscas y muchos de los principios bioldgicos, fisiologicos y neurologicos

se encuentran conservados entre mamiferos y esta especie®.

Ademas de las caracteristicas ya mencionadas, otras ventajas de la mosca del
vinagre se dan con su corto ciclo de vida, el gran nimero de descendencia obtenido
en una generacion, su bajo costo de mantencion en condiciones de laboratorio, un
sistema nervioso y comportamiento conductual bien estudiados y caracterizados, y las
diferentes herramientas genéticas disponibles que permiten expresar o silenciar
practicamente cualquier gen en un tejido o grupo de células deseado?’. Esto Ultimo
resulta fundamental para el estudio de enfermedades afectando el sistema nervioso,
ya que permite estudiar genes de forma autonoma en un tejido o tipo celular
determinado, permitiendo enfocarse especificamente a los circuitos neuronales mucho
mas simples y accesibles que este insecto posee, situacion de gran importancia para

estudios en biomedicinals.

Por otro lado, a diferencia de las sinapsis de vertebrados, la UNM de Drosophila
es un modelo mas simple para el estudio del desarrollo y funcidén de esta estructura,
donde las zonas activas presentes en la UNM son llamadas “T-bars”, dada su
morfologia similar a una malla de filamentos dispuesta sobre un pedestal? (figura 6).
Al igual que en vertebrados, la UNM de Drosophila cuenta con un conglomerado de
proteinas, entre las que se encuentran RIM y Duncl3, que promueven el acoplamiento
de vesiculas sinapticas®®; RBP, involucrada en la formacién de clisters de canales de
calcio*?; un ortélogo de Piccolo de mamifero (Fife), involucrada en la organizacion de
la zona activa®® y el nico miembro de la familia de proteinas CAST/ELKS/Erc en
Drosophila, Bruchpilot (Brp), principal componente de las T-bars y responsable de la
formacion de clusters de canales de calcio bajo estas estructuras en el centro de cada

zona activa*!.
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Vesicula
sindptica T-bar

Endocitosis

Figura 6. Esquema mostrando la composicién general de una zona activa, con la estructura de una T-
bar comdn en Drosophila melanogaster. Las zonas activas y endociticas son marcadas en rojo y

naranjo, respectivamente!?,

Otra importante ventaja de este modelo para el estudio de este tipo de
enfermedades se da con la oportunidad que confiere el realizar rastreos genéticos de
forma rapida y eficiente, facilitando la identificacion de potenciales modificadores
genéticos que puedan contribuir de forma positiva o negativa al desarrollo de una
enfermedad. Estos modificadores genéticos pueden actuar bajo un modelo
“monogénico” y exhibir fuertes efectos sobre la variabilidad de la expresién de la
enfermedad o, bien, como modificadores genéticos de caracter “multifactorial” y
contribuir a potenciar los efectos neurodegenerativos de la enfermedad, siendo
incapaces de generar un fenotipo dado por si solos, pero cooperando con el gen

causante de la degeneracion??.

En el caso de atlastina, un gen causante de PEH, el afio 2008 se caracterizd un
ortélogo en Drosophila que ha aportado valiosa informacion para la comprensién de la
funcioén de esta proteina in vivo?°. Este Unico ortélogo reside predominantemente en el
RE“* y se localiza en el cromosoma 3 de la mosca, con alrededor de un 68% de
similitud y un 51% de identidad con respecto a ATL-1 de humanos?° (figura 7).
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GTPasa 3HB DTMs CT

Figura 7. Esquema representativo que muestra la comparacion entre las atlastinas de humano y D.

melanogaster?,

La eliminacion de esta proteina en Drosophila, al igual que en otras especies
como pez cebra, conduce a defectos neuronales*4, situacién que en humanos provoca

defectos en la ramificacion del RE a nivel celular y la apariciéon temprana de PEH#®,

Una serie de estudios han ubicado a atlastina predominantemente en el sistema
nervioso central y somatico de D. melanogaster®. Ademas, estudios in vivo han
demostrado que la pérdida de esta proteina también causa la fragmentacién del RE y

su sobreexpresion induciria la hiperfusion de los tibulos del mismo organelo®3.

Cuando la atlastina de Drosophila es purificada y reconstituida puede fusionar
vesiculas in vitro*® y, la deplecion o sobreexpresion de una forma dominante negativa
de atl, induciria una deficiencia en la fusibn de las membranas del RE dada la

presencia de tdbulos no ramificados de este organelo bajo esta situacion?®.

Otros estudios sugieren que atlastina puede tener un rol fundamental en la
formacion de sinapsis, ya que en larvas mutantes nulas para el homodlogo de ATL-1,
se tienden a formar grupos de botones sinapticos con aglomeracion de botones

satélites, ademas de una red de microtibulos mas densa*’.

Estudios de locomocién en larvas de tercer estadio, determinaron que tanto la
velocidad como la frecuencia de contraccion disminuyeron significativamente en larvas
mostrando una disminucion de la expresion o una sobreexpresion de atl. Ademas,
alrededor del 60% de las larvas con disminucion de la expresion de este gen mostraron
un fenotipo tail-flip caracteristico de defectos en el transporte axonal y disminucion de

la expresion de la proteina motora kinesina®®.
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De esta forma, el sistema nervioso de las larvas de Drosophila se ha convertido
en un modelo invaluable para la investigacion del programa genético subyacente al
desarrollo y funcién neuronal, dadas sus ventajas para acceder facilmente a sus
componentes neuronales? y a las herramientas genéticas disponibles en esta especie,
gue permiten a los investigadores identificar los mecanismos claves para el desarrollo
neuronal, incluyendo mecanismos de especificacion neuronal, guia axonal, formacion

de dendritas y sinaptogénesis*..

Sin embargo, a pesar de todas estas caracteristicas, el hecho de ser insectos
holometabolos hace que se presenten muchas diferencias en la organizacion y
funcionamiento del sistema nervioso entre las etapas de larva y adulto?, dada la
existencia de una fase de metamorfosis entre ambas etapas, donde la preparacion
sinaptica mas utilizada, la UNM, solo puede ser empleada por un periodo de 3 a 4 dias
de vida larval, lo cual limita su uso para analizar cambios y/o enfermedades
dependientes del envejecimiento en las motoneuronas*®, sumado a los problemas en
la interpretacion de los diferentes fenotipos neurodegenerativos debido al crecimiento

acelerado que muestran los axones y UNM en esta etapa de vida de la mosca®.

Por tal motivo, se han generado recientemente investigaciones orientadas al
estudio de procesos neurodegenerativos usando adultos de Drosophila como modelo
de analisis, enfocandose principalmente en los efectos de la neurodegeneraciéon sobre
los diferentes tipos celulares que constituyen el cerebro de moscas adultas*®, las
sinapsis 0 UNMs presentes en los musculos indirectos de vuelo situados en el térax®°
y, en menor medida, en la capacidad motora de los adultos mediante el andlisis de los
diferentes misculos y axones presentes en las extremidades de las moscas*®51, Como
ejemplo de esto ultimo, actualmente, existe una Unica publicacién disponible acerca
de estudios de neurodegeneracién en las extremidades de adultos de Drosophila®,
analizando especificamente los efectos de TDP-43, una proteina involucrada en el
procesamiento de RNA vy sindicada como central para la patogénesis de esclerosis
lateral amiotréfica (ELA), sobre axones motores y sinapsis neuromuscular, donde la
disminucién de la expresion de este gen demostré alterar el fenotipo morfolégico de

estas estructuras de forma dependiente de la edad.
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Ademas del estudio de la sinapsis neuromuscular, en nuestro laboratorio
también se ha determinado que moscas adultas con disminucion de la expresion de
atl en motoneuronas pierden progresivamente su capacidad de escalar, situacién que
en larvas de esta especie produce defectos morfoldgicos y fisiolégicos en los botones
de la UNM, con un mayor numero de botones sinapticos y satélites, sumado a la
formacion de clusters de los mismos. El protocolo de escala empleado en los estudios

mencionados se muestra en la seccion anexos (anexo 1).

Sumado a esto, mediante un rastreo genético en el cromosoma 2 de adultos de
Drosophila, hemos identificado regiones gendmicas que modifican dominantemente la
expresion de este fenotipo motor, actuando como potenciales modificadores genéticos
asociados a la disminucion de la expresion de atl. De manera interesante, dentro de
estas regiones analizadas e identificadas como candidatas se encuentran algunos
genes involucrados en el trafico de vesiculas, tales como el homoélogo a sly-1 (slh), la
cual es una proteina requerida para la fusién de vesiculas en humanos y es conocida

por interactuar con proteinas SNARE especificas de RE como las sintaxinas 17 y 182

Por tanto, y en base a estos antecedentes, en este trabajo se evalud el uso de
axones y sinapsis neuromuscular de las extremidades de adultos de Drosophila
melanogaster para el estudio in vivo de fenotipos neurodegenerativos asociados a la
disminucién de la expresion de atl en motoneuronas, ya que, a diferencia de la larva,
este modelo nos permite evaluar de forma méas adecuada los procesos
neurodegenerativos asociados a defectos en la expresion de este gen a lo largo del
tiempo. Ademas, el andlisis del comportamiento y relaciébn de atl con otros genes
presentes en las regiones gendmicas del cromosoma 2 estudiadas anteriormente en
nuestro laboratorio®3, nos permitié identificar al homélogo a sly-1 (slh), como potencial
modificador del fenotipo motor asociado a esta disminucion de la expresion de atl, que
podria ser utilizado como potencial blanco farmacolégico destinado al tratamiento de

los efectos de las PEH en humanos.

18



2. HIPOTESIS

Los defectos motores que presentan las moscas adultas con expresion
disminuida de atlastina en motoneuronas estan asociados a defectos morfoldgicos de
la union neuromuscular y/o de los axones de las motoneuronas, los que a su vez son

alterados por los modificadores genéticos de atlastina.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los efectos de la disminucion de la expresion de atlastina y de sus
potenciales modificadores genéticos en la morfologia de los axones y la union

neuromuscular de las extremidades de adultos de Drosophila melanogaster.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Determinar los efectos de la disminucion de la expresion de atlastina en la
morfologia de los axones motores y de la union neuromuscular de las extremidades

de Drosophila durante la vida adulta.

3.2.2 Determinar si los segmentos cromosémicos modificadores del fenotipo
motor asociado a la disminucion de la expresion de atlastina alteran también sus

fenotipos morfologicos.

3.2.3 Determinar los efectos de la disminucion de la expresion de los genes
candidatos incluidos en las regiones modificadoras de atlastina en el fenotipo
locomotor y en el desarrollo y mantencion de la morfologia de los axones motores y la

unién neuromuscular.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Sistema de expresion GAL4-UAS

Para el disefio de las moscas empleadas en este trabajo, se utilizé el sistema

GAL4-UAS>, el cual consiste en la expresion de un gen de interés mediante la

presencia del factor de transcripcion proveniente de la levadura, GAL4, el cual se une

a regiones especificas del DNA denominadas UAS (upstream activating sequence).

Asi, cuando las moscas con el gen de interés situado rio abajo de la secuencia UAS

fueron apareadas con moscas llevando el driver GAL4, dirigido a motoneuronas, se

generd un porcentaje determinado de la progenie llevando ambos elementos del

sistema, lo que nos permitié activar la expresion del gen de interés junto a la secuencia

UAS solamente en motoneuronas dados por el driver GAL4 (figura 8).
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Figura 8. Esquema del sistema GAL4-UAS. Cuando hembras de Drosophila llevando una secuencia

UAS son apareadas con machos llevando el driver GAL4, se produce una progenie llevando ambos

elementos del sistema, las cuales seran capaces de expresar el gen de respuesta a la secuencia UAS

(GFP) en una forma caracteristica dada por el driver GAL4%,
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4.2 Cepas de moscas

Las moscas usadas en este estudio fueron mantenidas en tubos con un medio
fresco compuesto por agar, harina, azucar, levadura, nipagin y acido propiénico
disueltos en agua, los que ademés fueron almacenados a diferentes temperaturas
(18°C, 25°C, 29°C) de acuerdo a los requerimientos de cada experimento.

De esta forma, y en base a cada objetivo planteado, las cepas de moscas
utilizadas y sus respectivas caracteristicas se muestran en la siguiente tabla (tabla 2)
(los stocks de moscas utilizados, sus codigos de referencia y los cruces pertinentes
para la obtencion de cada una de ellas son mostrados en la seccibn anexos como

anexos 2, 3y 4).

OBJETIVO 1

Cepa mosca Caracteristica

Expresa la proteina de membrana mCD8-GFP en motoneuronas
C380-Gal4; UAS-mCD8-GFP ) )
mediante el driver C380-GAL4. Usadas como control de motoneuronas

Expresa un RNA de doble hebra que tiene como blanco a atlastina,

C380-Gal4; UAS-dsRNA atl / UAS- especificamente en motoneuronas mediante el uso del driver C380-
mCD8-GFP GAL4, cuyas membranas ademas se encuentran marcadas con mCD8-
GFP
Moscas portando el driver de motoneuronas C380-GAL4 sumado a la
C380-Gal4 / x;; MHC-GFP /3 expresion de GFP bajo el control de MHC. Usadas como control
muscular.

Expresa un RNA de doble hebra que tiene como blanco a atlastina en
C380-Gal4 / x; UAS-dsRNA atl / 2; motoneuronas usando el driver C380-GAL4. Ademas, expresa GFP
MHC-GFP /3 bajo el control de MHC para observar los efectos de la disminucion de
la expresion de atl en motoneuronas sobre los musculos
OBJETIVO 2

Cepa mosca Caracteristica

Moscas portando un RNA de doble hebra que tiene como blanco a
C380-Gal4 / x; UAS-dsRNA atl / 2;

atlastina, dirigido a motoneuronas con el driver C380-GAL4, cuyos
UAS-mCD8-RFP / 3

axones estan marcados con la proteina de membrana mCD8-RFP

Moscas portando un RNA de doble hebra para atlastina, sumado a
C380-Gal4 / x; UAS-dsRNA atl / cada una de las deficiencias candidatas del brazo L del cromosoma 2
Df(2L); UAS-mCD8-RFP / 3 (7783, 7840, 9704 y 23156), cuyos axones motores estan marcados

con la proteina de membrana mCD8-RFP
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Portan un RNA de doble hebra que tiene como blanco a atlastina en
C380-Gal4 / x; UAS-dsRNA atl / 2;

motoneuronas mediante el uso del driver C380-GAL4, sumado a la

MHC-GFP / 3
expresion de GFP bajo el control de MHC
Expresan un RNA de doble hebra que tiene como blanco a atlastina en
motoneuronas usando el driver C380-GAL4 y, ademas, portan cada una
C380-Gal4 / x; UAS-dsRNA atl / de las deficiencias del brazo L del cromosoma 2. También, expresan
Df(2L); MHC-GFP / 3 GFP bajo el control de MHC para observar los efectos de la disminucién
de la expresién de atl y de la eliminacién de las regiones candidatas en
el genoma en motoneuronas sobre los musculos
OBJETIVO 3
Cepa mosca Caracteristica

Expresan un RNA de doble hebra que tiene como blanco a atlastina
C380-Gal4 / x; UAS-dsRNA atl / 2;

dirigido a motoneuronas con el driver C380-GAL4, cuyos axones estan
UAS-mCD8-RFP / 3

marcados con la proteina de membrana mCD8-RFP

Expresan RNAs de doble hebra que tienen como blanco a atlastina y a

los genes candidatos presentes en la region de la deficiencia 7783
C380-Gal4 / x; UAS-dsRNA atl /

UAS-dsRNA slh; UAS-mCD8-RFP /
3

mencionada en el objetivo 2 (en este caso el gen slh, también conocido
como homologo a sly-1 en Drosophila), que ademas estan dirigidos a
motoneuronas con el driver C380-GAL4, cuyos axones estdn marcados
con la proteina de membrana mCD8-RFP

Portan un RNA de doble hebra que tiene como blanco a un gen

candidato, presente en la region eliminada por las deficiencias
C380-Gal4 / x; UAS-dsRNA atl / 2;

mencionadas en el objetivo 2, que ademas est4 dirigido a
MHC-GFP /3

motoneuronas con el driver C380-GAL4, sumado a la expresion de GFP

bajo el control de MHC. Usadas como control muscular

Expresan RNAs de doble hebra que tienen como blanco a atlastina y al

gen candidato slh, dirigidos a motoneuronas usando el driver C380-
C380-Gal4 / x; UAS-dsRNA atl /

GAL4. Ademas, expresa GFP bajo el control de MHC para observar los
UAS-dsRNA slh; MHC-GFP / 3

efectos de la disminucién de la expresion de atl y del gen de interés en

motoneuronas sobre los misculos

Tabla 2. Tabla con las diferentes cepas de moscas disefiadas para el desarrollo de este estudio. Se

indican el genotipo y la respectiva caracteristica de cada cepa.
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4.3 Diseccion de extremidades de adultos de Drosophila

Para poder examinar las extremidades de las diferentes cepas de moscas
disefiadas e indicadas en el punto 4.2, se procedio a anestesiarlas, luego de lo cual
fueron dispuestas por alrededor de 30 minutos en hielo para después cortar rpida y
cuidadosamente sus extremidades a la altura de la articulacion que une el fémur con
el trocanter y usarlas para los respectivos ensayos de inmunofluorescencia. Esto se
realiz6 con moscas de 5, 10 y 15 dias de edad.

Las diferentes secciones que componen la extremidad de una mosca adulta se
muestran en la figura 9, donde se destaca la extremidad correspondiente al primer par
de patas de la mosca, conocidas como extremidades protoracicas. En este caso, se
decidio utilizar el primer par de patas debido a que antecedentes previos han
demostrado que el patrén de las fibras musculares es relativamente invariable entre
todas las extremidades®®, sumado al hecho de que en los distintos andlisis realizados
por nosotros no se observaron diferencias significativas entre los tres pares de
extremidades usadas, por lo que finalmente optamos por usar el par mencionado. De
ahora en adelante solo nos referiremos al primer par de patas usado en esta tesis

como extremidad en general.

Coxa

Fémur
Trocanter

Tibia

Pretarso Segmentos
tarsales

Figura 9. Esquema de adulto de Drosophila melanogaster indicando las diferentes secciones en las que

se encuentra dividida la extremidad de la mosca®’.

23



4.4 Inmunofluorescencia

Para el ensayo de inmunofluorescencia, las extremidades de las moscas
disectadas anteriormente fueron mantenidas en pocillos con PBS 1X frio.

Luego, estas fueron fijadas en una solucién de paraformaldehido al 4% en PBT
(Na2HPO4 0.1M a Ph: 7.5; TritonX-100 0.3%) durante 20 minutos, después se lavaron
3 veces con PBT por 15 minutos. Posteriormente, las muestras se mantuvieron en
solucién de blogueo (albumina de suero bovino) por 20 minutos, luego de lo cual se
incubaron toda la noche con los anticuerpos primarios respectivos: anti-GFP rabbit de
Invitrogen (1:1000) y anti-BRP/nc82 mouse de DSHB (1:200) para marcar axones y
zonas activas de la UNM, respectivamente. En algunos casos también se utilizé anti-
GFP para marcar las fibras musculares de las extremidades.

Por ultimo, se volvieron a lavar las muestras 3 veces con PBT (por 15 minutos
c/u) y se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con un fluoréforo
(AlexaFluor 488 y rodamina redX) durante 3 horas, para nuevamente lavar las
muestras 3 veces con PBT e incubarlas con glicerol durante al menos 1 hora.

Las muestras (extremidades) fueron montadas utilizando el medio de montaje

comercial Vectashield (Vectorlabs).

4.5 Evaluacién morfologica de axones y unién neuromuscular

Para examinar los axones y UNM de las extremidades de moscas adultas, nos
basamos en el protocolo de Sreedharan et al. (2015)*®, para lo cual se tomaron al
menos 6 moscas de cada genotipo de interés, captando las imagenes de las
extremidades en un microscopio invertido confocal Olympus FV1000. En el caso de
los axones, se consideraron aquellos situados en la zona media del fémur, mientras
gue las uniones neuromusculares evaluadas correspondieron a las situadas en la zona
proximal del mismo. La morfologia de los axones y UNM se evaluaron considerando
factores como la pérdida de integridad de membrana, el calibre de los axones y la
densidad y tamafo de zonas activas en la UNM. Para esto ultimo, se considero6 a la

densidad de zonas activas como el niumero de zonas activas por area de UNM.

En la figura 10, se muestra una vision general de las extremidades de adultos

de Drosophila melanogaster captadas mediante microscopia confocal, cuyas
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motoneuronas fueron marcadas enddégenamente con el marcador de membrana
mMCD8-GFP. Ademas, se especifican las regiones media y proximal del fémur usadas
para la recoleccion de imagenes de axones y UNMs, respectivamente. El empleo de
estas regiones de estudio se justifica por la posibilidad de tener complicaciones anexas
producto del largo e irregularidad de los axones en la zona distal y de la cercania con
los somas neuronales en la zona proximal. Ademas, la mayor homogeneidad
observada entre las UNMs en la region proximal del fémur, no se mantuvo en regiones

mas distales, donde observamos una mayor variacion de estas estructuras.

A

Axones motores

#

Figura 10. A) Imagen obtenida con microscopio confocal de una extremidad de adulto de Drosophila
melanogaster con motoneuronas marcadas con mCD8-GFP mediante el promotor de motoneuronas
C380-GAL4. Los recuadros indican las regiones de la extremidad en las cuales se consideraron los
axones y UNMs. B) Imagen de confocal de mayor magnificacion de una UNM con la membrana axonal

y zonas activas marcadas con mCD8-GFP y anti-BRP, respectivamente.
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5. RESULTADOS

5.1 La disminucién de la expresion de atl en motoneuronas altera la morfologia
de axones y UNM en extremidades de adultos de D. melanogaster

Como se menciond anteriormente, el desarrollo de estudios sinapticos
relacionados con procesos neurodegenerativos en modelos adultos de Drosophila
permite a los investigadores analizar cambios en la morfologia de las conexiones
sinapticas y axones motores con una gran resolucion y, especialmente, de forma
dependiente de la edad. Ademas, el hecho de que las personas afectadas con PEH
inevitablemente ven afectadas las funciones motoras de sus extremidades inferiores
producto de la disfuncion de sus axones motores!®, podria ser perfectamente
comparable a lo ocurrido en extremidades de moscas adultas mostrando el mismo tipo
de dafio.

Asi, desde el punto de vista morfolégico, las motoneuronas expresando el
dsRNA de atlastina (usando el driver C380-GAL4), mostraron un menor
empaquetamiento o compactacion de sus axones con respecto a las moscas control a
lo largo del tiempo, lo que se vio reflejado por el mayor grado de desfasciculacion o
mayor cantidad de fibras axonales emergiendo de la rama axonal principal del fémur,
especialmente en aquellas moscas de 15 dias de edad (figura 11). Por tanto, atlastina
seria necesaria para mantener la integridad de la estructura axonal de las

motoneuronas dispuestas a lo largo de las extremidades de moscas adultas.
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Figura 11. La disminucion de la expresion de atl en motoneuronas altera el fenotipo morfologico de los
axones de la regién media del fémur de extremidades de moscas adultas de 5, 10 y 15 dias de edad.
Las moscas con esta deficiencia de atl mostraron axones con un fenotipo desfasciculado (derecha),
indicado por las flechas blancas. Mientras que las moscas control mostraron axones mas compactos y
ordenados en una Unica fibra nerviosa (izquierda). Las motoneuronas fueron marcadas con mCD8-GFP.
n= 6.

En el caso de las UNMs, analizadas a lo largo del tiempo y situadas en la region
proximal del fémur de las extremidades de moscas adultas (figura 12), se observaron
marcas mas irregulares de mCD8-GFP en las regiones terminales de las UNMs de
moscas con disminucién de la expresion de atl, con los botones sinapticos adquiriendo
una forma mas difusa con respecto al control y con regiones de acumulacién de GFP
gue no colocalizaron con el marcador de zonas activas en Drosophila, BRP (esto ultimo
en ambos tipos de moscas). También se aprecié un menor nimero de zonas activas
marcadas con el anticuerpo anti-BRP, que ademas se observa con menor marca. De
esta forma, se podria inferir que mutaciones afectando la expresion de atlastina
también conducirian a la alteracién de las zonas activas presentes en las sinapsis

neuromusculares de las extremidades de moscas adultas.
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Figura 12. La disminucion de la expresion de atl en motoneuronas altera el fenotipo morfoldgico de las

—
(%))

dsRNA Afl Soen

UNMs de la region proximal del fémur de extremidades de moscas adultas de 5, 10 y 15 dias de edad.
En el caso de las moscas con esta condicién, se observaron sinapsis mas irregulares (verde), con
nervios terminales menos definidos con respecto a las moscas control. Ademas, las zonas activas (rojo)
de la UNM mostraron una distribuciéon y tamafio alterados. Las motoneuronas y zonas activas fueron
marcadas con mCD8-GFP y el anticuerpo para Bruchpilot (anti-BRP), respectivamente. n= 6.

Para corroborar las anormalidades morfologicas vistas en las sinapsis
neuromusculares, decidimos cuantificar la densidad y el tamafio de las zonas activas
presentes en estas estructuras, dado que se ha descrito que alteraciones en estos
pardmetros ocurren como una caracteristica comun de enfermedades
neurodegenerativas y envejecimiento®.

En este caso, la figura 13 muestra una disminucion significativa en la densidad
de zonas activas en moscas con disminucién de la expresion de atl, con excepcién de
moscas de 15 dias de edad, donde no se apreciaron diferencias con respecto a las
moscas control. Lo anterior también ocurrio con el tamafio de estas estructuras, donde
las moscas expresando el dsRNA para atlastina mostraron zonas activas con un
tamafio mucho menor en comparacion a la situacioén control, por lo que se podria inferir

gue la alteracién en la expresion de atlastina también tendria consecuencias sobre las
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caracteristicas mencionadas de las zonas activas presentes en las UNMs de las

extremidades de moscas adultas.

Cuantificacion de la densidad de zonas activas en la UNM
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Figura 13. La disminucién de la expresién de atl altera la densidad y tamafio de las zonas activas de la
UNM de las extremidades de moscas de 5, 10 y 15 dias de edad. Las moscas con expresion disminuida
de atl mostraron un menor tamafio y densidad de sus zonas activas con respecto a las moscas control.
Se empled una prueba t para calcular la media y desviaciéon estandar de cada grupo. n=6; ns= no
significativo; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

Por tanto, los resultados anteriores nos permitirian afirmar que la irregularidad
vista en los axones motores producto de la disminucion de la expresion de atlastina en
motoneuronas conduzca a la alteracion de las zonas activas presentes en las sinapsis
neuromusculares de las extremidades. Esto podria estar fundamentado por el hecho
de que cualquier dafio sufrido por estos conductos esenciales para la comunicacion

entre neuronas, afectaria procesos como el transporte axonal, que mantiene a los
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axones y terminales nerviosos suplementados de proteinas, lipidos y mitocondrias,
ademas de eliminar proteinas mal plegadas para evitar la formacién de agregados
toxicos®?,

Finalmente, debido a que el Gnico estudio, realizado por Sreedharan y
colaboradores*®, enfocado en la neurodegeneracién usando como modelo las
extremidades de moscas adultas, afirma que las regiones donde se acumula GFP en
las UNMs corresponderian a zonas activas, se decidié confirmar la efectividad del
anticuerpo contra Bruchpilot (BRP) utilizado en este trabajo de tesis, debido a que el
estudio mencionado solo se baso en la sobreexpresion de BRP mediante el uso del
sistema GAL4-UAS y no hizo uso de ensayos de inmunofluorescencia para detectar
los niveles enddgenos. De esta forma, cuando utilizamos extremidades de moscas
adultas que expresan BRP fusionada con GFP en su contexto genémico endoégeno y
les realizamos un ensayo de inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti-BRP
(figura 14). Se observo que la sefial del anticuerpo colocalizé casi totalmente con la
proteina expresada enddgenamente en las moscas, por lo que podemos descartar
algun grado de inespecificidad del anticuerpo usado y quedaria por determinar a que

corresponderian realmente estos puntos dados por la marca mCD8-GFP.

BRP-GFP

Figura 14. El anticuerpo anti-BRP colocaliza con la proteina de zonas activas BRP en Drosophila,
indicando la efectividad del anticuerpo usado para la deteccion de estas estructuras en la UNM de las

extremidades de moscas adultas. n=6.
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5.2 Ladisminucion de la expresion de atl en motoneuronas altera la disposicion
regular de las fibras musculares en extremidades de adultos de D. melanogaster

Debido a que la disminucién de la expresion de atlastina en motoneuronas
produjo alteraciones en la morfologia de los axones y en el nUmero y densidad de
zonas activas en la UNM de las extremidades de moscas adultas, nos parecio
fundamental determinar los efectos de estas alteraciones en la musculatura de las
extremidades, ya que defectos en la transmision de las sefiales nerviosas que viajan
por las motoneuronas desde el cerebro podrian finalmente conducir a una pardlisis o
distrofia de los musculos.

En este sentido, cuando se analizé la distribucion de las fibras musculares que
componen la region del féemur de las extremidades de las moscas mediante la
expresion de GFP en los musculos bajo el control del promotor de miosina de cadena
pesada, se pudo observar una clara alteracion de la musculatura frente a la
disminucién de la expresion de atl en motoneuronas, mostrando diferentes grados de
alteracion de este tejido y una aparente pérdida de volumen en esta region en
comparacion a los controles (figura 15). En base a la morfologia muscular de las
extremidades de moscas adultas descrita por Soler y colaboradores®®, gran parte de
las moscas mostraron un fenotipo muscular leve o moderadamente afectado frente a
la disminucion de la expresion de atl, con los musculos elevadores de la tibia (tiim) y
reductores de la tibia (tirm) viéndose afectados en menor o mayor medida, pero con
los musculos depresores de la tibia (tidm) desapareciendo casi por completo en
algunos casos. Sin embargo, un porcentaje muy pequefio de moscas (~15%)
mostraron un fenotipo de distribucion muscular mas severamente afectado, donde las
diferentes fibras musculares se vieron destrozadas hacia el extremo distal del fémur
(Anexo 5).

Asi, las alteraciones del fenotipo muscular vistas en las extremidades de
moscas con disminucidn de la expresion de atlastina en motoneuronas, parecieron ser
dependientes de alteraciones en la expresion de este gen, lo cual seria originado por
un déficit en la transmision de la informacion conducida hasta los musculos por las

motoneuronas afectadas por la pérdida de atlastina.
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Figura 15. La disminucion de la expresién de atl en motoneuronas altera la morfologia de los grupos de
musculos presentes en el fémur de las extremidades de moscas adultas de 5, 10 y 15 dias de edad.
Los musculos fueron marcados con la miosina de cadena pesada asociada a GFP (MHC-GFP). Las
moscas con expresion disminuida de atl en motoneuronas se muestran en los paneles situados a la
derechay sus respectivos controles a laizquierda. tilm: musculos elevadores de la tibia, tidm: musculos
depresores de la tibia, tirm: musculos reductores de la tibia. n= 6.

*** | as lineas blancas del primer cuadrante en las moscas control indican el punto en el cual se midié

el ancho de los 3 grupos de muasculos para la posterior cuantificacion de este parametro.

Para verificar los cambios en la distribucién y morfologia observados entre las
diferentes fibras musculares de las extremidades de las moscas, decidimos cuantificar
el ancho de los 3 principales grupos de musculos indicados en la figura 16. De esta
forma, los resultados de esta cuantificacion (figura 16) mostraron diferencias
significativas entre las fibras musculares de las moscas expresando el dsRNA de
atlastina y las moscas control, con los musculos elevadores y reductores de la tibia

(tilm y tirm, respectivamente) mostrando variaciones en todos los periodos de tiempo
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estudiados y con los musculos depresores de la tibia (tidm) mostrando diferencias solo

en moscas de 15 dias de edad.

Esto no haria mas que corroborar que la alteracion en la distribucion y tamafio

de los musculos de las extremidades observado anteriormente en moscas con

disminucién de la expresion de atlastina, ocurriria producto del déficit en la produccion

de esta proteina.
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Figura 16. La disminucion de la expresion de atl en motoneuronas disminuye el ancho de los musculos

presentes en las extremidades de moscas adultas de 5, 10 y 15 dias de edad. Los musculos depresores
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de la tibia (tidm) solo vieron disminuido este parametro en moscas mas envejecidas, a diferencia de los
musculos elevadores y reductores de la tibia (tilm y tirm, respectivamente), que se vieron afectados en

todos los tiempos de medicion. n= 6; ns= no significativo; *p<0.05; **p<0.01.

Por tanto, en base a los resultados obtenidos en los puntos 5.1y 5.2, se podria
inferir que la disminucion de la expresion de atlastina en motoneuronas de moscas
adultas, que conduciria a la alteracién de los axones motores y zonas activas de las
sinapsis neuromusculares, también estaria alterando las diferentes fibras musculares
presentes en las extremidades de las moscas, probablemente como consecuencia de

una transmision sinaptica alterada.

5.3 Existen regiones del genoma de D. melanogaster que alteran el fenotipo
locomotor y morfolégico de axones y UNM asociado a la disminucion de la
expresion de atl en motoneuronas

Una vez caracterizado el fenotipo morfolégico de axones, UNM y musculos de
extremidades de moscas con disminucion de la expresion de atlastina en
motoneuronas, se investigé si las regiones modificadoras del fenotipo locomotor
asociado a esta disminucion de la expresion y estudiadas en investigaciones
previas en nuestro laboratorio®, también podrian alterar el fenotipo morfolégico de
estas estructuras, para de esta forma definirlas como regiones conteniendo posibles
modificadores genéticos de este déficit en la expresidon de atlastina.

Asi, de un total de 102 deficiencias presentes en el brazo L del cromosoma 2
de Drosophila, solo cuatro regiones resultaron afectar el fenotipo locomotor asociado
a este déficit de atl en motoneuronas (tabla 3). Las deficiencias 7840 y 23156
mejoraron el fenotipo de escalada al estar en heterocigosis con el dsRNA de atl,
mientras que la deficiencia 9704 afecté mas severamente este fenotipo. Esto fue letal
cuando la deficiencia 7783 estuvo en heterocigosis con el dsRNA de atlastina. En este
caso, el control empleado correspondi6 a la deficiencia 7994 (no mostrado en la figura),
la cual es una deficiencia para la cadherina 96Ca (Cad96Ca) que se encuentra en el

cromosoma 3 y no modifica el fenotipo locomotor asociado a la disminucion de la
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expresion de atl ni tiene relacidon molecular con ella. El grafico correspondiente a los

ensayos de escalada es mostrado en la seccion anexos (anexo 6).

Deficiencia Nomenclatura Bloomington Stock Center
7783 Df(2L) Exel7011/CyO
7840 Df(2L) Exel8038/CyO
9704 Df(2L) BSC227/CyO
23156 Df(2L) BSC256/CyO

Tabla 3. Tabla con cada una de las deficiencias y su respectivo codigo de Bloomington Stock Center,
identificadas como regiones incluyendo potenciales modificadores genéticos del fenotipo motor
asociado a la disminucion de la expresién de atlastina. Cada deficiencia fue identificada mediante

ensayos de escalada realizados en investigaciones previas en nuestro laboratorio.

De esta forma, y en base a estos resultados, investigamos si los efectos de
estas cuatro deficiencias asociadas a la disminucion de la expresion de atlastina
afectando el fenotipo locomotor de moscas adultas se correlacionaban con el fenotipo
morfologico de axones y UNM de las extremidades de las mismas.

En la figura 17 se muestran los diferentes fenotipos morfolégicos de axones
motores de moscas de 5, 10 y 15 dias de edad portando cada una de las deficiencias
mencionadas en heterocigosis con el dsRNA de atlastina (Df23156, Df7840, Df9704 y
Df7783).
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5 10 15

C380 - GAL4

€380 > dsRNA Atl

380 > dsRNA Atl / Df 23156

€380 > dsRNA Atl / Df 7840

€380 > dsRNA Atl / Df 9704

€380 > dsRNA Atl / Df 7783

Figura 17. Las deficiencias que modifican el fenotipo motor asociado a la disminucién de la expresién
de atl en motoneuronas, también modifican el fenotipo morfol6gico de los axones de las extremidades
de estas moscas. Las deficiencias 23156 y 7840 lograron mejorar el fenotipo morfolégico de los axones,
asociado a esta disminucion de atl en motoneuronas, los cuales se vieron muy similares a las moscas
control (silvestre). Esto no ocurrié con los axones de moscas con la deficiencia 9704, que mostraron un
fenotipo similar al de las moscas con disminucién de la expresion de atl. La deficiencia 7783 fue letal en
heterocigosis con el dsRNA de atl, pero de igual forma se muestran los axones de las moscas que
lograron sobrevivir a esta letalidad (n= 1 por cada tiempo de analisis). n=6.

** Segun la nomenclatura de Bloomington Stock Center, las deficiencias 23156 (C), 7840 (D), 9704 (E)
y 7783 (F) corresponden a las deficiencias Df(2L) BSC256, Df(2L) Exel8038, Df(2L) BSC227 y Df(2L)
Exel7011/CyO, respectivamente. La fila A corresponde a moscas control (silvestres) y la fila B

corresponde a moscas expresando el dsRNA de atlastina usadas como control experimental.
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En el caso de las moscas portando la deficiencia 23156 y el dsRNA de atlastina
(figura 17-C), los axones motores mostraron una morfologia menos aberrante en
comparacion a moscas con disminucion de la expresion para atl (figura 17-B), con una
recuperacion del empaguetamiento o compactacion de los mismos, lo que fue similar
para moscas portando la deficiencia 7840 bajo la misma condicién (figura 17-D). Por
tanto, el rescate del fenotipo morfologico de los axones motores, semejante al
observado en moscas control (figura 17-A), se correlacionaria con el fenotipo motor
mas 6ptimo mostrado por estas moscas en los ensayos de escalada.

En cambio, aquellas moscas portando la deficiencia 9704 en heterocigosis con
el dsRNA de atl (figura 17-E), mostraron un fenotipo morfolégico de sus axones
motores similar al visto en moscas con disminucién de la expresion para este gen, por
lo que aparentemente el menor indice de escalada mostrado por estas moscas en los
ensayos locomotores no se deberia exclusivamente a un empeoramiento de la
integridad de los axones motores de las extremidades.

Cabe mencionar que para las moscas portando la deficiencia 7783 y el dsSRNA
de atl (figura 17-F), letal en los ensayos de escalada realizados previamente en otros
estudios del laboratorio, solo se logré obtener un n=3 de moscas bajo esta condicion,
utilizando solo un individuo para cada tiempo de estudio, lo cual obviamente no nos
permiti6 obtener resultados concluyentes. En este caso, se observaron axones
motores gravemente dafiados y ramificados, lo que podria explicar la extremadamente
baja sobrevida o letalidad mostrada por estas moscas. Ademas, sumado a la
deficiencia en la expresion de atl, la ausencia de una gran cantidad de genes
relacionados con el trafico y transporte de vesiculas presentes en esta region
delecionada, impediria la correcta comunicacion del circuito neuronal en las
extremidades, lo que también es explicado por la ausencia de sinapsis
neuromusculares en las extremidades de estas moscas, lo que nos impidio
caracterizar y cuantificar estas estructuras. Aunque teniendo un “n” tan bajo no seria
apropiado afirmar esto con tanta precision.

En cuanto a las UNMs, la delecién de estas regiones o deficiencias en el

genoma de las moscas también afectd de distinta forma estas estructuras (figura 18).
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Figura 18. Las deficiencias que modifican el fenotipo motor asociado a la disminucién de la expresién
de atl en motoneuronas, también modifican el fenotipo morfolodgico de las UNMs de las extremidades
de estas moscas. Las moscas adultas de 5, 10 y 15 dias de edad cuyas motoneuronas expresan un
dsRNA que tiene como blanco a atlastina (usando el driver C380-GAL4) y portan ademas las
deficiencias 23156 y 7840, que mejoraron el fenotipo motor de estas moscas, rescataron el fenotipo
morfoldgico de sus UNMs de forma similar a lo de las moscas control, lo que no ocurrié con las moscas
portando la deficiencia 9704 que mostraron un fenotipo de sus UNMs similares al de las moscas con

expresion disminuida de atl. Las motoneuronas y zonas activas fueron marcadas con mCD8 y Bruchpilot
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(BRP), respectivamente. Segun la nomenclatura de Bloomington Stock Center, las deficiencias 23156
(C), 7840 (D) y 9704 (E) corresponden a las deficiencias Df(2L) BSC256, Df(2L) Exel8038 y Df(2L)
BSC227, respectivamente. La fila A corresponde a moscas control, mientras que la fila B corresponde

a moscas expresando el dsRNA de atl usadas como control experimental. n=6.

La heterocigocidad de la Df 23156 y el dsRNA de atl indujo la recuperacion del
fenotipo morfoldgico de las sinapsis neuromusculares (figura 18-C), en comparacion a
las moscas con disminucién de la expresion de atl (figura 18-B), aunque también
pudimos observar una marcada disminucion de la marca de mCD8 en los nervios
terminales de las primeras. Lo anterior también fue observado en moscas portando la
Df 7840, la que al estar en heterocigosis con el dsRNA de atl logr6 mejorar
considerablemente el fenotipo morfolégico de las UNMs de las extremidades de estas
moscas (figura 18-D), por lo que el rescate de las sinapsis neuromusculares, sumado
al rescate de los axones motores por parte de estas deficiencias, se correlacionaria
con el rescate del fenotipo motor de estas moscas.

En cambio, las moscas heterocigéticas para la Df 9704 y el dsRNA de atl
mostraron un fenotipo de UNM muy similar al de las moscas con disminucion de la
expresion para este gen (figura 18-E), observandose nervios terminales altamente
ramificados con botones alterados y muy poco definidos, por lo que aparentemente, al
igual que lo ocurrido con los axones motores, a pesar de afectar el fenotipo motor de
las moscas, esta deficiencia no contribuiria a aumentar los efectos de la disminucion
de la expresion de atl en estas estructuras.

Para corroborar estos fenotipos morfologicos de las UNMs, se cuantificaron la

densidad y tamafio de sus zonas activas (figura 19).

39



Cuantificacion de la densidad de zonas activas
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Figura 19. Las deficiencias que modifican los fenotipos motor y morfolégico de axones asociado a la
disminucién de la expresion de atl en motoneuronas, también alteran la densidad y tamafio de las zonas
activas en las UNMs de las extremidades de estas moscas. El panel superior muestra la cuantificacién
de la densidad de zonas activas, mientras que el panel inferior muestra la cuantificacion del tamafio de
las zonas activas. Mediciones realizadas en moscas adultas de 5, 10 y 15 dias de edad expresando un
dsRNA atl sumado a cada una de las deficiencias estudiadas (23156, 7840 y 9704). Los datos fueron
comparados con moscas con disminucién de la expresién de atlastina. n=6; ns = no significativo,
*p<0.05; **p<0.01; **p<0.001, ****p<0.0001.

En todos los casos, tanto la densidad como el tamafio de las zonas activas se
correlacion6 con lo observado anteriormente, donde la deficiencia 9704 no mostro
diferencias significativas con las sinapsis de moscas con disminucién de la expresion
de atl. Lo mismo ocurrio con la deficiencia 23156, donde el aumento significativo de la
densidad y el tamafio de las zonas activas en comparacion a las moscas con una
expresion alterada de atlastina a lo largo del tiempo se correlacion6 con el rescate del
fenotipo morfolégico observado en estas moscas. Sin embargo, la deficiencia 7840

mostré una correlacion muy similar de estos parametros a lo observado en moscas
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silvestres, con el tamafio de sus zonas activas significativamente superior a lo largo de
todos los periodos de tiempo estudiados (en comparacion a moscas con disminucion
de la expresion para atl) y con la densidad de estas estructuras significativamente
mayor durante los 5y 10 dias de edad de las moscas, pero sin diferencias significativas
alos 15 dias de edad, lo que podria ser explicado por la alteracion de estos parametros
de las zonas activas dados por el envejecimiento.

Por tanto, podriamos inferir que todas aquellas moscas expresando el dsRNA
de atl junto a cada deficiencia estudiada, mostrando un fenotipo morfolégico de sus
axones motores y sinapsis neuromusculares de sus extremidades distinto al visto en
moscas expresando Unicamente el dsRNA de atl, en este caso las deficiencias 23156
y 7840, tendria una directa relacion con el rescate del fenotipo motor de las mismas,
por lo que estas regiones podrian contener genes que contribuirian a aumentar los

efectos de las mutaciones que afectan a atlastina.

5.4 Las regiones que alteran el fenotipo morfolégico de axones y UNM asociados
aladisminucion de la expresién de atl también alteran la disposicién regular de
las fibras musculares en extremidades de adultos de D. melanogaster

Al igual que lo realizado para comparar los fenotipos morfolégicos de moscas
con disminucién de la expresion de atl y moscas silvestres, en este punto decidimos
verificar si las alteraciones de los fenotipos morfolégicos de los axones motores y
sinapsis neuromusculares producto de la suma de las deleciones dadas por cada una
de las deficiencias estudiadas y el dsRNA de atl también tuvieron un efecto sobre la
distribucién y tamafio de las fibras musculares de las extremidades de moscas adultas
(figura 20).
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Figura 20. Las deficiencias que alteran los fenotipos motores y morfolégicos de axones y sinapsis
neuromusculares también modifican el fenotipo morfolégico de los diferentes grupos de musculos
presentes en el fémur de las extremidades de moscas de 5, 10 y 15 dias de edad. En el caso de las Df
23156 (C) y 7840 (D), se observé un rescate de este fenotipo muscular, muy similar a lo observado en
las moscas control (A). En cambio, las moscas con la Df 9704 (E) en heterocigosis con el dsRNA de atl,
mostraron un fenotipo muscular alterado y muy similar al de las moscas expresando el dsRNA de atl
(B). Los musculos fueron marcados con miosina de cadena pesada asociada a GFP (MHC-GFP). tilm:
musculos elevadores de la tibia, tidm: musculos depresores de la tibia, tirm: musculos reductores de
la tibia. Segun la nomenclatura de Bloomington Stock Center, las deficiencias 23156 (C), 7840 (D) y
9704 (E) corresponden a las deficiencias Df(2L) BSC256, Df(2L) Exel8038 y Df(2L) BSC227,

42



respectivamente. La fila A corresponde a las moscas control C380-GAL4, mientras que la fila B

corresponde a moscas expresando el dsRNA de atlastina usadas como control experimental. n=6.

Asi, las moscas expresando el dsRNA de atl en conjunto con la deficiencia
23156 (figura 20-C) mostraron una distribucion y tamafio de fibras musculares mas
regulares y similares a los observados en las moscas control (figura 20-A), lo cual
también ocurrié en moscas expresando este dsRNA en heterocigosis con la deficiencia
7840 (figura 20-D). Esto indicaria una correlacion entre este fenotipo morfolégico de
los musculos de las extremidades de ambos genotipos de moscas y el fenotipo
morfolégico de los axones motores y UNMs de las mismas observado anteriormente.
Ademas, este aparente rescate de la estructura muscular de las extremidades tendria
una directa relacion con el también rescate del fenotipo motor mostrado por estas
moscas en los ensayos de escalada, en comparacion a las moscas con disminucién
de la expresién de atlastina.

Por otro lado, esta situacion no fue observada en moscas expresando el dsSRNA
de atl junto a la deficiencia 9704 (figura 20-E), ya que estas mostraron un fenotipo
muscular muy similar al de las moscas expresando Unicamente el dsRNA de atl (figura
20-B). Asi, el fenotipo observado en estas moscas se correlacionaria directamente con
las alteraciones mostradas en la morfologia de los axones motores y de las UNMs
vistas para estas moscas anteriormente, pero no tendria relacion con el
empeoramiento de su fenotipo motor, por lo que este déficit motor mas afectado en
comparacioén al de las moscas expresando el dsRNA de atl no estaria explicado por
las alteraciones de estas estructuras.

Sin embargo, para corroborar todo lo anterior, decidimos cuantificar el ancho de
los 3 grupos de musculos estudiados anteriormente (tilm, tidm y tirm), lo cual es

explicado en la siguiente figura.
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Figura 21. La disminucion de la expresion de atl en motoneuronas, en heterocigosis con cada una de
las deficiencias estudiadas, disminuye el ancho de los muasculos presentes en las extremidades de
moscas adultas de 5, 10 y 15 dias de edad. El panel A muestra la cuantificacion para los misculos
elevadores de la tibia (tilm). El panel B muestra la cuantificacion de los musculos depresores de la tibia
(tidm). El panel C muestra la cuantificacién de los musculos reductores de la tibia (tirm). n=6; ns= no
significativo; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

La figura 21 muestra que no se observaron diferencias significativas entre los
diferentes genotipos de moscas estudiados para los musculos elevador y depresor de
la tibia (tilm y tidm, respectivamente; figura 21-A y B), salvo para este Ultimo en moscas
de 15 dias de edad, donde todas las moscas expresando el dsRNA de atl en conjunto
con cada deficiencia mostraron un mayor tamafio de estas fibras musculares, en

comparacion a las moscas con disminucion de la expresion de atl.
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En cambio, tanto las moscas portando la deficiencia 23156 como la deficiencia
7840, en heterocigosis con el dsRNA de atl, mostraron diferencias significativas en el
ancho de los musculos reductores de la tibia (tirm) en todos los periodos de tiempo
analizados (figura 21-C). Esto nos permitiria inferir que, al igual que lo observado en
moscas expresando el dsRNA de atl, este grupo de musculos reductores de la tibia
presentes en el féemur de las extremidades de las moscas seria el mas afectado por el
dafio de los axones motores y sinapsis neuromusculares, lo que seria aminorado por

la delecion de los genes presentes en estas regiones.

5.5 Las regiones que alteran el fenotipo locomotor y morfolégico de axones y
UNM asociado a la disminucién de la expresion de atl en motoneuronas
contienen genes que podrian actuar como modificadores genéticos

Una vez caracterizados los efectos de cada deficiencia o region presentes en el
brazo L del cromosoma 2 de Drosophila sobre los axones motores y sinapsis
neuromuscular de las extremidades de moscas adultas, decidimos analizar los efectos
de algun gen presente en estas regiones, los cuales son mostrados en la tabla 4 junto

a sus respectivas funciones.

Deficiencia Gen Funcién
(abs Participa en el procesamiento
endosomal de vesiculas sinapticas
Vglut Transportador vesicular de glutamato
7783 Ligando de la via de sefializacién
(Df[2L]Exel7011/CyO) Dpp TGE-B
homologo a sly-1 (slh) Participa en el transporte de vesiculas
CGs (13)
Participa en guia axonal,
7840 Fasciclina 3 (fas3) reconocimiento de blancos sinapticos,
(Df[2L]Exel8038/CyO aprendizaje y memoria, etc
CGs (14)
9704 Piezo Participa en la regulacion positiva de
(Df[2L]BSC227/CyO la morfogénesis de las dendritas y en
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respuestas celulares a estimulos

mecanicos

Involucrado en el transporte
SLC5A11 transmembrana y las respuestas

conductuales a nutrientes

CGs (17)

) Participa en la fototransduccion, en el

ninaD )
transporte de carotenoides, etc
23156 Involucrado en la endocitosis, en la
(Df[2L]BSC256/CyO arrestina 1 (arrl) mantencion celular de fotorreceptores,
etc

CGs (17)

Tabla 4. Tabla con cada una de las deficiencias modificadoras del fenotipo motor asociado a la
disminucién de la expresion de atlastina. Se muestran los genes y CGs presentes en cada region
sefialada junto a su respectiva funcidon. Cada deficiencia fue identificada mediante ensayos de escalada

realizados en investigaciones previas en nuestro laboratorio. Fuente: flybase.org

En este caso, decidimos caracterizar los efectos sobre estos fenotipos del gen
homologo a sly-1 (slh), presente en la deficiencia 7783, que resultd ser letal en
combinacion con el dsRNA de atl. Esto debido a que de entre todos los genes
presentes en esta deficiencia solo slh no estuvo presente también en otras regiones
que solapaban con la deficiencia 7783, como se observa en la figura 22, por lo
podriamos atribuir los efectos de esta deficiencia a la delecion de este gen.
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Figura 22. Imagen referencial de la disposicion de los genes comprendiendo la regién 7783. Se destaca
al gen homologo a sly-1 (slh) debido a que, a diferencia de otros genes de la region mencionada, este

no se encuentra presente en otras regiones estudiadas. Fuente: flybase.org

De esta forma, al analizar el fenotipo morfol6gico de los axones motores de las
extremidades de moscas expresando el dsRNA de atl en heterocigosis con el dsSRNA
de slh en motoneuronas (figura 23), pudimos observar un fenotipo diferente al de
moscas control (expresando solamente el dsRNA de atl), con axones motores no tan
marcadamente desfasciculados y mas bien con regiones de acumulacion de mCD8 a
lo largo del tiempo. Esta situacion fue un poco mas similar cuando los axones fueron
comparados con moscas expresando Uunicamente el dsSRNA de slh en motoneuronas,
que también mostraron regiones de acumulacibn de mCD8, pero con axones mas
integros y compactos. Por tanto, podriamos asumir que por si solo, la disminucion de
la expresion de slh seria capaz de inducir un fenotipo morfoldgico de axones diferente
al de atlastina bajo la misma condicién, pero empeorando el fenotipo de estas

estructuras cuando disminuye su expresion junto con la de atlastina.
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Figura 23. La disminucion de la expresion de slh en motoneuronas, genera un nuevo fenotipo
morfologico de axones motores en las extremidades de moscas adultas, distinto al fenotipo mostrado
por la disminucién de la expresion de atl. Ademas, la expresion del dsRNA de slh en heterocigosis con
el dsRNA de atl no contribuyé a aumentar el fenotipo desfasciculado de los axones observado en
moscas con este uUltimo dsRNA. Experimentos realizados en moscas de 5, 10 y 15 dias de edad.
Extremidades de moscas con genotipos C380>dsRNA atl y C380> dsRNA slh fueron empleadas como
control experimental. Los axones se encuentran marcados con mCD8-RFP, pero se muestran en color

verde para evitar confusion y mantener el mismo patrén durante todo el estudio. n=6.

Por otro lado, para las sinapsis neuromusculares observamos un fenotipo
claramente distinto entre moscas expresando el dsRNA de slh junto al dsSRNA de atl y
moscas expresando solamente del dsRNA de este ultimo gen (figura 24), con las
primeras produciendo un fenotipo extremadamente aberrante de la UNM, con zonas
activas presentandose como practicamente puntos y nervios terminales muy
irregulares a los 5 dias de edad de las moscas. Sin embargo, en moscas de 10 dias
de edad las marcas de las sinapsis desaparecieron casi por completo y, en casos muy
particulares, las zonas activas se distribuyeron en areas no vistas anteriormente, como
en la regién correspondiente a los axones motores. En moscas de 15 dias de edad no
se pudieron distinguir sinapsis heuromusculares y sus respectivas zonas activas, por
lo que no son mostradas en la figura 24. Cabe sefalar que no se realizaron
experimentos con moscas expresando unicamente el dsRNA de slh en motoneuronas,
por lo que este pendiente se encuentra en curso para observar lo que ocurre con las

sinapsis bajo esta condicion.

48



C380 > dsRNA Atl C380 >-déRNA slh C380 > dsRNA Atl / dsRNA slh

(2]

Dias post eclosion

=
o

Figura 24. La disminucion de la expresion de slh en motoneuronas genera un fenotipo morfolégico de
UNM carente de zonas activas, mientras que la heterocigosis de este dsRNA de slh con el dsRNA de
atl generan UNMs con un fenotipo aberrante en el que las zonas activas se encuentran deslocalizadas
y con tamafios muy irregulares. Se muestran las UNMs de extremidades de moscas de 5 y 10 dias de
edad, con sus motoneuronas y zonas activas marcadas con mCD8 y el anticuerpo anti-Bruchpilot (BRP),
respectivamente. Moscas expresando Unicamente el dsRNA de atlastina fueron usadas como control
experimental. n=6.

De esta forma, estos resultados nos permitirian inferir que slh podria actuar
como un modificador genético del efecto de mutaciones en atlastina sobre los axones
motores y las sinapsis neuromusculares de las extremidades de moscas adultas, dado
qgue la disminucion de la expresidon de este gen contribuyé a aumentar los fenotipos
morfolégicos vistos en estas estructuras cuando se tuvo una disminucion en la
expresion de atlastina, viendose mayormente afectadas por esta situacion las UNMs y
zonas activas de estas moscas.

En este punto, se encuentran en marcha los experimentos para ver qué
consecuencias tendrian estos fenotipos sobre la morfologia de los diferentes grupos

de musculos de moscas con disminucion de la expresion de slh y atl.
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6. DISCUSION

6.1 La disminucion de la expresidon de atl en motoneuronas altera el fenotipo
morfolégico de axones motores, UNMs y musculos de las extremidades de

moscas adultas

Mutaciones en atlastina son responsables de la aparicion de una forma pura y
autosdmica dominante de paraparesia espastica hereditaria (PEH), siendo la principal
causa de su origen temprano?’. Uno de los objetivos de este trabajo fue caracterizar
el fenotipo neurodegenerativo producido por la disminucion de la expresion de atlastina
en motoneuronas tanto en los axones motores como en las sinapsis neuromusculares
de las extremidades de moscas adultas. Para ello, nos basamos en resultados previos
de nuestro laboratorio que identificaron un fenotipo de comportamiento motor
caracteristico en moscas adultas deficientes en atlastina en motoneuronas'®-3,

Nuestros resultados mostraron que la disminucion de la expresion de atlastina
en este tipo neuronal alteré el empaquetamiento de los ases axonales que pasan por
el fémur, reflejdndose en una mayor desfasciculacion de esta rama axonal con
respecto al control. Este efecto de la disminucion de la expresion de atlastina podria
ser explicado por defectos en el trafico de membranas. Por ejemplo, se sabe que la
GTPasa rab5 es fundamental para mantener la integridad de los endosomas en el
terminal presinaptico, promoviendo la fusiébn homotipica de endosomas tempranos.
Variantes mutadas de esta GTPasa han sido vinculadas a defectos en las tasas de
endo y exocitosis, asi como a la disminucién en la liberacién de neurotransmisores®®.
Ademas, rab5 también ha sido identificado como un factor clave en eventos de
desfasciculacion de axones in vitro en modelos murinos®®, lo que podria darnos un
indicio de la importancia de este tipo de genes relacionados con procesos de
transporte axonal en la mantencién de la integridad y fasciculacion de las neuronas.
En este caso, también se ha vinculado a rab5 a multiples fases de migracién neuronal
mediadas por transporte endocitico®, aunque defectos en la fasciculacién axonal no
han sido asociados a este fendmeno. Sin embargo, si consideramos el fenotipo de

desfasciculacion axonal frente a la disminucion de la expresion de atlastina en
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motoneuronas, con fibras axonales mas cortas y pequefias emergiendo del grupo de
axones mas empaquetados en la linea media del fémur, podria existir la posibilidad de
que esta mutacion en atlastina esté afectando los eventos de migracién neuronal,
impidiendo que algunas fibras axonales lleguen a destino y, de esta forma, afectando
la transmision neuronal reflejada en la disminucién de la densidad y tamafio de las
zonas activas de las sinapsis heuromusculares observadas en este trabajo.

Bajo este ultimo supuesto, una prueba de que la disminucion de la expresion de
atlastina en motoneuronas podria estar afectando la transmision sinaptica, se vio
reflejada en el fenotipo observado en los diferentes grupos de musculos de las
extremidades bajo esta condicion, tal y como ocurre en pacientes con atrofia muscular
bulbar y espinal (SBMA), que muestran sinapsis neuromusculares mas débiles debido
a alteraciones en mecanismos pre y post-sinapticos, que finalmente producen la atrofia
de los musculos de las extremidades inferiores®l. Aunque para corroborar esta
hipotesis seria ideal emplear algunos métodos electrofisiologicos que nos permitan
cuantificar parametros pre y post-sinapticos que se encuentren alterados por este tipo
de defecto.

Estos resultados, apuntando a un rol clave de atlastina en la fasciculacion
axonal, junto a los antecedentes que indican que este gen participaria en el trafico de
vesiculas®?, formacion y elongacién axonal® e implicancia en la via de sefializacion de
la proteina morfogenética del hueso (BMP) en el transporte retrogrado que ocurre
desde el masculo hasta la motoneurona presinaptica®3, proceso fundamental para el
desarrollo y crecimiento de la UNM, nos harian suponer que la disminucion de la
expresion de atlastina podria tener efectos pleiotrépicos en Drosophila.

Asi mismo, otro importante factor a considerar y que podria ayudarnos a
comprender de mejor forma la funcion de atlastina en la generacion de los fenotipos
observados, quizas es explicado por la relacidbn de los exosomas con la via de
sefalizacion wingless (wg) en la comunicacién trans-sinaptica de Drosophila. En el
caso de esta importante via de sefalizacion anterdgrada, se ha demostrado que wg
interactda con su receptor frizzled2 tanto a nivel pre como postsinaptico, para de esta
forma mantener el masivo crecimiento de los musculos en larvas de Drosophila®. Los

exosomas, por su parte, ayudarian a que wg sea capaz de viajar por el espacio
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intracelular, mediante su unién a una proteina exosomica llamada Evi, la cual se
encuentra en la membrana de los exosomas y es liberada desde los terminales
presinapticos a través de cuerpos multivesiculares que requieren de la interaccioén de
rabll, miosina5 y sintaxinala para la liberacion de los exosomas en el reticulo
subsinaptico y regién postsinaptica®®. De esta forma, podria existir la posibilidad de
gue la generacion de este fenotipo en los axones motores dado por la disminucion de
la expresion de atlastina afecte la via de sefializacion wg y su interaccion con los
exosomas que viajan por los axones neuronales, impidiendo la comunicacion trans-
sinaptica y, por tanto, generando el fenotipo muscular observado en moscas adultas.
Aungue se hace necesario plantear nuevos blancos de estudio relacionados con esta

via de sefializacion para determinar con mayor certeza si esto ocurre 0 no.

6.2 Las deficiencias gendmicas que modifican el fenotipo motor asociado a la
disminucion de la expresion de atl en motoneuronas, también alteran el fenotipo
morfolégico de axones motores, UNMs y musculos de las extremidades de
moscas adultas

Como fue mencionado anteriormente, en una investigacion llevada a cabo en
nuestro laboratorio®3, se identificaron mediante un rastreo genético, cuatro regiones
gendmicas del brazo L del cromosoma 2 de Drosophila que modificaron el fenotipo
motor asociado a la disminucién de la expresiéon de atlastina. Ademas, es necesario
recalcar que estas cuatro regiones genémicas corresponden a regiones que contienen
genes relacionados con la guia axonal, el trafico de vesiculas, endocitosis y/o algun
tipo de transporte de proteinas a lo largo del axén neuronal.

En este caso, de las cuatro regiones mencionadas, 2 de ellas lograron mejorar
el fenotipo morfoldgico de los axones motores, sinapsis heuromusculares y musculos
de las extremidades de moscas adultas (Df 23156 y 7840), lo cual mostré concordancia
con el rescate del fenotipo motor de estas moscas. Esto nos permitiria indicar que
estas regiones o deficiencias probablemente contengan genes que podrian actuar
como modificadores genéticos de la disminucién de la expresion de atlastina en

motoneuronas, suprimiendo asi la actividad de la atlastina mutada, dado que la
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delecidn generada por estas deficiencias o regiones y, por tanto, la pérdida de las dosis
génicas de los genes presentes en ellas, generaria el rescate del fenotipo motor y
morfoldgico de las estructuras mencionadas.

En este sentido, lo anterior podria ser explicado de mejor forma si tomamos
como ejemplo a una de las deficiencias que logro rescatar tanto el fenotipo motor como
el fenotipo morfolégico de axones, sinapsis neuromuscular y musculos de las
extremidades, la Df 7840, la cual, ademas de algunos CGs, contiene genes como
fasciclina 3, involucrado en la guia axonal. Si consideramos que fasciclina 3 es una
glicoproteina integral de membrana implicada en la fasciculacion de axones del SNC
de Drosophila®, la pérdida de la dosis de este gen dada por esta deficiencia nos
indicaria que posiblemente fasciclina 3 mutada pueda actuar como un supresor de la
actividad anormal de atlastina, contribuyendo a generar el rescate del fenotipo
neurodegenerativo visto en axones motores, UNM y musculos de las extremidades.

Por otro lado, cabe mencionar que esta situacidon no ocurrié con la region o
deficiencia 9704, ya que a pesar de que las moscas con esta deficiencia mostraron un
fenotipo motor asociado a la disminucion de la expresion de atlastina més afectado,
los axones motores, UNMs y musculos de sus extremidades no mostraron un fenotipo
mas afectado que la moscas con expresion disminuida de atlastina, por lo que
podriamos asumir que el empeoramiento del fenotipo motor observado en estas
moscas no tendria una directa relacion con el fenotipo morfolégico de estas estructuras
en las extremidades.

Por ultimo, no nos fue posible estudiar los defectos morfolégicos de moscas con
la deficiencia 7783, ya que al igual que lo ocurrido durante el estudio del fenotipo motor,
esta deficiencia resulté ser letal en heterocigosis con el dsRNA de atl. Sin embargo,
del pequenio y no significativo “n” de moscas sobrevivientes que obtuvimos, podriamos
atribuir este defecto motor al fenotipo extremadamente aberrante visto en los axones
motores de estas moscas, debido a que la deleciéon de genes fundamentales para
procesos de trafico de membrana, tales como rab5, vglut, dpp y slh, generada por esta
deficiencia, actuarian como potenciadores de la accion de atlastina mutada,

conduciendo a la letalidad observada.
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6.3 Las deficiencias genomicas que modifican el fenotipo motor y morfoldgico
de axones motores, UNMs y musculos de las extremidades de moscas adultas
contienen genes que podrian actuar como potenciales modificadores genéticos
de las PEH asociadas a la disminucion de la expresion de atl en motoneuronas

Con el objetivo de validar algunos de los genes contenidos en las regiones
genodmicas que presentaron fenotipo neurodegenerativo, decidimos caracterizar
algunos potenciales modificadores genéticos.

Uno de los genes presentes en las regiones estudiadas corresponde al
homologo a sly-1 (slh) en Drosophila, que se encuentra en la deficiencia 7783 que
resultd ser letal estando en heterocigosis con el dsRNA de atl. Slh regula la actividad
de las SNARESs en eventos de fusion de membranas®’, contribuyendo a la facilitacion
de este mecanismo en las membranas de las estructuras involucradas en el trafico de
proteinas, como son el RE, Golgi y vesiculas®?, lo que permite que los cargos
transportados por las ultimas pasen de un compartimento a otro. Ademas, el ortélogo
de este gen en levaduras (Slylp) ha sido implicado en el trafico anterégrado de
proteinas desde el RE al Golgi e intra Golgi, sumado al transporte retrégrado de las
mismas hacia el RE®’. En este sentido, si tomamos en cuenta que el fenotipo
morfolégico de axones motores de las extremidades de estas moscas se mostr
diferente al de moscas expresando solo el dsRNA de atl, pero con las zonas activas
de sus sinapsis neuromusculares con un fenotipo claramente mas aberrante que estas
altimas, podriamos considerar dos posibles situaciones para atl y slh.

Primero, existe la posibilidad de que ocurra un efecto sinérgico entre ambos,
donde los defectos en la expresion de atlastina posiblemente tengan un mayor efecto
sobre diferentes mecanismos de transporte que ocurren en los axones motores de las
extremidades de las moscas, generando asi el -caracteristico fenotipo de
desfasciculacion observado en estas estructuras. Mientras que los defectos en la
expresion de slh tendrian un efecto mas significativo sobre las sinapsis
neuromusculares de las extremidades, potenciando aun mas los efectos
neurodegenerativos de las mutaciones en atlastina.

Por otro lado, también existe la posibilidad de que atlastina y slh no actien de

forma cooperativa y que los defectos en la expresion de ambos ejerzan efectos
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independientes sobre los fenotipos neuronales observados, lo que podria ser explicado
por los fenotipos axonales observados en este estudio, que no se vieron potenciados
cuando se disminuyo la expresion de ambos genes. Sin embargo, para responder de
forma més adecuada a estas interrogantes seria apropiado realizar pruebas

adicionales que nos permitan afirmar cualquiera de estas situaciones.

6.4 Atlastina y el homo6logo a sly-1 serian fundamentales para mantener una
comunicacion neuronal adecuada

En base a los resultados y antecedentes planteados en este trabajo, podriamos
postular un posible mecanismo de accién de atlastina y el homdlogo a sly-1 (slh) en
las neuronas motoras que pudiera explicar el fenotipo neurodegenerativo inducido por
sus mutaciones y las posibles interacciones entre ellos.

Como se muestra en la figura 25, es sabido que en una gran parte de las
enfermedades neurodegenerativas afectando a las motoneuronas, como ocurre en el
caso de la esclerosis lateral amiotréfica (ALS)%8, cuando se altera el trafico intracelular
de los diferentes cargos celulares, inevitablemente se ve afectado el transporte de
estos componentes a través del axon, lo que hace que la comunicaciéon a larga
distancia que ocurre desde el soma hasta los terminales presinapticos se vea afectada.

Considerando lo anterior, la disminucion de la expresion de atlastina en las
motoneuronas genera la pérdida de la fusion de las uniones de tres vias entre los
tubulos de la membrana del RE, debido a defectos en la multimerizacién de esta
proteina. Esto finalmente disminuiria el area superficial de la membrana de este
organelo. Como consecuencia de este defecto, se produciria una alteracion en el
tréfico de vesiculas de transicion en la interfase RE-Golgi, lo que finalmente conllevaria
a la produccion de una menor cantidad de vesiculas secretoras desde el trans-Golgi
(figura 25, paso A). Ademas, esto afectaria el transporte anterdgrado de los diferentes
cargos celulares que ocurren a través del axébn mediado por las kinesinas que se
mueven a través de los microtubulos y neurofilamentos (figura 25, paso B). Finalmente,
todo esto haria que un menor nimero de vesiculas sinapticas lleguen hasta las zonas

activas de los terminales presinapticos, liberando asi un menor ndamero de
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neurotransmisores al espacio sinaptico (figura 25, paso C), alterando la comunicacion
neuronal con el musculo esquelético y produciendo la atrofia de este ultimo.

Una situacioén similar ocurriria con slh, cuyas mutaciones inducirian defectos en
el proceso de docking de las vesiculas de transicion que ocurre en el cis-Golgi y que
es mediada por proteinas SNARE, lo cual produciria los consecuentes defectos en la
comunicaciéon neuronal y debilitamiento de las fibras musculares explicados
anteriormente en el caso de atlastina.

Sin embargo, como se mencioné en el punto 6.3, se hace necesario plantear
otras metodologias experimentales para determinar un posible efecto sinérgico entre

atlastina y slh sobre la comunicacién neuronal y transmision sinaptica.
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Figura 25. Modelo propuesto para el modo de accion de atlastina y slh en la neurodegeneracion axonal. La disminucion de la expresion de atl en
las motoneuronas induciria una disminucién del rea superficial de las membranas del RE debido a defectos en la fusion de las uniones de tres vias
de los tabulos de este organelo, lo que a su vez afectaria la generacién de las vesiculas que emergen desde el RE (A), alterando el tréfico de cargos
celulares a lo largo del axdn neuronal (B). Finalmente, esto se veria traducido en una disminucion del nimero de vesiculas destinadas a su liberacion
en las zonas activas de los terminales presinapticos (C). Todos estos defectos en la comunicacién neuronal producirian el caracteristico
debilitamiento de las fibras musculares observado en las PEH. Una situacion similar ocurriria con la disminucién de la expresién de slh, lo cual
afectaria especificamente el docking de las vesiculas en el cis-Golgi y, consecuentemente generar defectos en el transporte axonal, sinapsis

neuromusculares y su comunicacion con las fibras muscular.



Por tanto, este trabajo podria servir como base para profundizar en la
investigacion acerca de los efectos de las mutaciones de atlastina y como esta podria
interactuar con distintos genes, dado que bajando la dosis de algunos de ellos se logra
mejorar el fenotipo de atlastina y, posiblemente, dichas interacciones podrian explicar
la expresividad variable observada en las PEH, asi como el desarrollo temprano o
tardio de esta enfermedad dado por la pérdida de funciéon de estos potenciales

candidatos.
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7. CONCLUSIONES

Atlastina seria necesaria para mantener la integridad de los axones motores y
zonas activas de las sinapsis neuromusculares en las extremidades de moscas
adultas, por lo que mutaciones que afecten su expresion serian suficientes para causar

un fenotipo en las neuronas.

Se sugiere que la causa de la paraparesia espastica hereditaria (PEH)
autosomica dominante pura dada por mutaciones en atlastina podria ser
exclusivamente de origen neuronal, dado que al disminuir la expresion de este gen en
neuronas motoras se producen defectos en el fenotipo motor de moscas adultas como
consecuencia de la alteracion de la transmision singptica que finalmente afecta los

musculos de las extremidades.

Existen ciertas regiones del genoma de Drosophila que logran disminuir la
expresividad de las PEH asociadas a la disminucién de la expresion de atlastina y que
podrian ser fundamentales para identificar genes que actien como modificadores

genéticos de la enfermedad.

Se sugiere que el gen homologo a sly-1 (slh) podria actuar como un potencial
modificador genético asociado a la disminucion de la expresion de atlastina en
motoneuronas, por lo que podria ser considerado como un potencial blanco terapéutico

gue permita reducir el grado de expresividad de este tipo de PEH.
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8. PROYECCIONES

Dentro de las proyecciones de este estudio nos planteamos:

Determinar los efectos de las mutaciones que afectan a atlastina sobre los

componentes neuronales que den origen a los fenotipos morfologicos observados.

Mapear los genes presentes en aquellas deficiencias que logran rescatar los
fenotipos motor y morfolégico estudiados para identificarlos como potenciales blancos

terapéuticos de las PEH originadas por alteraciones en la expresion de atlastina.
Realizar rescates fenotipicos de cada gen estudiado para determinar el grado

de implicancia de cada uno sobre la expresividad de la enfermedad y las posibles vias

de sefializacién involucradas.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Evaluacion de funcién motora: Ensayos de escalada

Los ensayos de escalada realizados previamente en nuestro laboratorio para
identificar aquellas deficiencias candidatas que fueran capaces de modificar el fenotipo
motor asociado a la disminucién de la expresiéon de atl en motoneuronas®3, fueron
adaptados del protocolo de Barone y Bohmann (2013)%°, donde primero se
seleccionaron las moscas del genotipo deseado (de 5 y 15 dias de edad) o de la
descendencia resultante de la cruza de dos cepas de moscas, las cuales se
mantuvieron en grupos de 20 a 30 animales en tubos con comida fresca que fueron
renovados cada 2 a 3 dias.

Posteriormente, treinta minutos antes del ensayo de escalada, se anestesiaron
15 moscas (hembras) con CO: y se dispusieron en tubos plasticos rotulados hechos
con dos viales vacios unidos por su apertura con cinta adhesiva transparente, los que
ademas fueron marcados a una altura de 2 centimetros desde su base.

Una vez hecho esto, se adhirieron 10 tubos, lo mas cercanos posible, en una
base de plumavit que sirvié de contraste para observar como las moscas escalaron.

El registro de estos ensayos se realizé con una camara digital dispuesta frente
a los tubos conteniendo los distintos genotipos de moscas a evaluar, a una distancia
de 20 a 30 cm de los mismos.

Para el ensayo de escalada, propiamente tal, se golpeé la base con los tubos
de forma tal que las moscas se acumularan en el fondo de los mismos, luego de lo
cual se cronometr6 un minuto para dejar que las moscas se movieran libremente. Esto
se realiz6 de manera secuencial 10 a 11 veces para completar el ensayo.

Por udltimo, el registro de la camara digital nos permitié realizar un conteo de
todas aquellas moscas que lograran escalar por sobre los 2 centimetros, indicados por
la marca realizada a los tubos anteriormente, después de 3 segundos por cada vez
gue se golped la base con los tubos. De esta forma, a los datos obtenidos en estos 10

conteos por genotipo se les calculé un promedio referido como un porcentaje del
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nuamero total de moscas en el tubo que fueron capaces de subir sobre la marca (%

actividad de escalada).

Para validar los resultados obtenidos en las pruebas de funciéon motora, se evaluoé la
significancia estadistica entre los diferentes genotipos estudiados, para lo cual cada
uno de estos fue comparado con el control respectivo utilizado en los ensayos de
escalada. Para ello, se hizo uso del programa estadistico GraphPad Prism 6,
realizando un andlisis de la varianza (ANOVA) basado en el test de comparaciones

multiples de Dunnet, que nos permitié comparar cada uno de los genotipos resultantes

con el genotipo control.

Stock

Origen

C380-Gal4

Universidad de Massachusetts (UMASS)

C380-Gal4; dsRNA atl / CyO

Laboratorio Jimena Sierralta. Facultad de Medicina.
Universidad de Chile

yw; mCD8-GFP

Laboratorio Jorge Campusano. Facultad de Ciencias
Bioldgicas. Universidad Catolica

w;; UAS-mCD8-RFP

Laboratorio Alvaro Glavic. Facultad de Ciencias.
Universidad de Chile

yw;; MHC-GFP

Bloomington Stock Center 38463

UAS-BRP-GFP

Bloomington Stock Center 35848

w1118; Df(2L) BSC256 / CyO

Bloomington Stock Center 23156

w1118; Df(2L) Exel8038 / CyO

Bloomington Stock Center 7840

w1118; Df(2L) BSC227 / CyO

Bloomington Stock Center 9704

w1118; Df(2L) Exel7011/ CyO

Bloomington Stock Center 7783

If / CyO; Mkrs / tm6b

Laboratorio Jimena Sierralta. Facultad de Medicina.
Universidad de Chile

dsRNA slh

VDRC 51840

Anexo 2. Stocks de moscas y su respectivo origen (cuando corresponda) empleados para el disefio de

las moscas indicadas en el punto 4.2
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OBJETIVO 1:

1. @ C380-Gal4 X 4 mCD8-GFP > C380-Gal4; mCD8-GFP
2. 9 C380-Gal4; dsRNA atl/ CyO  x & mCD8-GFP > C380-Gal4; dsRNA atl / mCD8-GFP
3. 9 C380-Gal4 X & MHC-GFP > C380-Gal4;; MHC-GFP
4, Q C380-Gal4; dsRNA atl / CyO X & MHC-GFP > C380-Gal4; dsRNA atl; MHC-GFP
OBJETIVO 2:
1. @ C380-Gal4; dsRNA atl / CyO X & mCD8-RFP > C380-Gal4; dsRNA atl; mCD8-RFP
2. Q C380-Gal4; dsRNA atl / CyO; mCD8-RFP/ tm6b x d4 Df(2L) / CyO > C380-Gal4; dsRNA atl / Df(2L); mCD8-RFP
3. Q C380-Gal4; dsRNA atl / CyO X 4 MHC-GFP > C380-Gal4; dsRNA atl; MHC-GFP
4. ©Q C380-Gal4; dsRNA atl / CyO; MHC-GFP/tm6b  x & Df(2L) / CyO > C380-Gal4; dsRNA atl / Df(2L); MHC-GFP
OBJETIVO 3:
1. @ C380-Gal4; dsRNA atl / CyO X & mCD8-RFP > C380-Gal4; dsRNA atl; mCD8-RFP
2. @ C380-Gal4; dsRNA atl / CyO; mCD8-RFP/tm6b  x & dsRNA slh / CyO > C380-Gal4; dsRNA atl / dsRNA slh; mCD8-RFP
3. Q C380-Gal4; dsRNA atl / CyO X & MHC-GFP > C380-Gal4; dsRNA atl; MHC-GFP
4. Q C380-Gal4; dsRNA atl / CyO; MHC-GFP/ tm6b X 4 dsRNA slh / CyO > C380-Gal4; dsRNA atl / dsRNA slh; MHC-GFP

Anexo 3. Cruzamientos generales realizados para la obtencién de los diferentes genotipos de moscas empleadas para cada objetivo en este trabajo.
Df(2L) corresponde a cada una de las deficiencias empleadas (Df23156, Df7840, Df9704 y Df7783).
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1. QIf/ CyO; Mkrs / tm6b X 4 mCD8-RFP > 2 / CyO; mCD8-RFP / tm6b
Q If / CyO; Mkrs / tm6b X 4 2/ CyO; mCD8-RFP /tm6b -> If / CyO; mCD8-RFP / tm6b
2. QIf/ CyO; Mkrs / tm6b X 4 MHC-GFP > 2 / CyO; MHC-GFP / tm6b
Q If / CyO; Mkrs / tm6b X 4 2/ Cy0O; MHC-GFP /tm6b > If / CyO; MHC-GFP / tm6b
3. Q@ dsRNA atl/ CyO X 4 1f / CyO; mCD8-RFP /tm6b > dsRNA atl / CyO; mCD8-RFP / tm6b
4. 9 dsRNA atl / CyO X d 1f I CyO; MHC-GFP / tm6b > dsRNA atl / CyO; MHC-GFP / tm6b

Anexo 4. Cruzamientos para la obtencion de los diferentes stocks de moscas utilizados como base para la generacién de las cruzas mostradas en

el anexo 2. En negrita se muestra el stock final obtenido de cada cruza indicada con un namero.
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dsRNA Atl

Anexo 5. Musculatura de extremidades de adultos de Drosophila de 15 dias de edad con disminucion
de la expresion de atl en motoneuronas. Los diferentes musculos de la region del fémur se encuentran
marcados con miosina de cadena pesada asociada a GFP (MHC-GFP). Los paneles de la derecha
muestran extremidades de moscas portando un dsRNA que tiene como blanco a atl en motoneuronas
y los paneles de la izquierda sus respectivos controles C380-Gal4. tilm: musculo elevador de la tibia,

tidm: musculo depresor de la tibia, tirm: musculo reductor de la tibia.
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Anexo 6. Porcentaje de escalada de adultos de D. melanogaster de 5 dias de edad, que muestra las
deficiencias seleccionadas para el estudio de neurodegeneracion asociado a la disminucién de la
expresion de atl. A) se indica el fenotipo motor de cada deficiencia asociada a la disminucion de la
expresion de atlastina; B) se indica el fenotipo motor de cada deficiencia por si sola y sin asociacion a
la disminucidn de la expresion de atlastina. Segun la nomenclatura de Bloomington Stock Center, las
deficiencias 7994 (control), 7783, 7840, 9704 y 23156 corresponden a las deficiencias Df(3R)
Exel9056, Df(2L) Exel7011, Df(2L) Exel8038, Df(2L) BSC227 y Df(2L) BSC256, respectivamente.

Datos se encuentran normalizados respecto al control.
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