BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Estudio de la toxicidad diferencial
causada por péptidos amiloides
asociados a enfermedades
neurodegenerativas en Drosophila
melanogaster

Marcora, Maria Silvina

2015-03-10

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Marcora, Maria Silvina. (2015-03-10). Estudio de la toxicidad diferencial causada por péptidos
amiloides asociados a enfermedades neurodegenerativas en Drosophila melanogaster.
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Citatipo Chicago:

Marcora, Maria Silvina. "Estudio de la toxicidad diferencial causada por péptidos amiloides
asociados a enfermedades neurodegenerativas en Drosophila melanogaster". Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2015-03-10.

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

“DE- By,
PO DN
FACULTAD '749

BE

CIENCIAS EXACTAS
3 Y NATURALES

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Estudio de la toxicidad diferencial causada por péptidos
amiloides asociados a enfermedades neurodegenerativas

en Drosophila melanogaster.

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de
Buenos Aires en el area Ciencias Bioldgicas.

Lic. Maria Silvina Marcora.

Director de Tesis: Dr. Eduardo Castano.
Director Asistente de Tesis: Dra. Fernanda Ceriani.
Consejero de Estudios: Dr. Arturo Romano.

Lugar de trabajo: Fundacion Instituto Leloir; Instituto de Investigaciones Bioquimicas de Buenos
Aires, CONICET.

Buenos Aires, Noviembre de 2014.



Resumen

Estudio de la toxicidad diferencial causada por péptidos
amiloides asociados a enfermedades neurodegenerativas en

Drosophila melanogaster.

La enfermedad de Alzheimer (EA) y las demencias familiares Britanica (DFB) y
Danesa (DFD) se caracterizan por la acumulacion progresiva de péptidos amiloides y
proteina tau hiperfosforilada en el cerebro. Nuestra hipotesis es que la toxicidad de
péptidos amiloides depende de una vulnerabilidad neuronal intrinseca asociada al

envejecimiento.

Para estudiar ello, generamos lineas de Drosophila melanogaster transgénicas
para los péptidos AB42 (EA), ABri (DFB), ADan (DFD) y Bri,-23, el producto salvaje del
precursor de ABri y ADan como control. Utilizando el sistema GAL4/UAS,
demostramos que los niveles moderados de amiloides fueron suficientes para
provocar toxicidad en el ojo y el sistema nervioso central (SNC) dependiente del
envejecimiento. Ensayos de morfometria, Western blots, analisis histoquimicos y
comportamentales mostraron que ADan fue mas agresivo que ABri y AB42, en forma
concurrente con los fenotipos en humanos. Grupos neuronales especificos mostraron
resistencia a la toxicidad (circuito “pdf”) y sélo algunos evidenciaron estrés de reticulo
endoplasmico a pesar de la sobre-expresién pan-neuronal de los amiloides. Estos
resultados sustentan la hipotesis de vulnerabilidad neuronal selectiva. Finalmente, se
desarroll6 un rastrillaje genético novedoso (utilizando un paradigma comportamental
asociado al SNC) cuyos resultados preliminares sugieren que genes moduladores

podrian participar en el proceso de neurotoxicidad de AR42.

Palabras claves: Enfermedad de Alzheimer, Demencia Familiar Britanica,

Demencia Familiar Danesa, Drosophila, AB42, ABri, ADan, Neurotoxicidad.



Resumen

Study of differential neurotoxicity caused by amyloid
peptides associated to neurodegenerative diseases in

Drosophila melanogaster.

Alzheimer's disease (AD) and Familiar British (FBD) and Danish (FDD)
dementias are characterized by progressive accumulation of amyloid peptides and
hyperphosphorilated tau in human brains. We hypothesized that the amyloid peptide

toxicity is due to neuronal vulnerability associated with aging.

To study this, we generated transgenic Drosophila melanogaster lines carrying
AB42 (AD), ABri (FBD), ADan (FDD) and Bri,-23, the wild type product of the precursor
protein of ABri and ADan, as an experimental control. By using the GAL4/UAS binary
system, we demonstrated that moderate levels of amyloids were sufficient to produce
eye and neuronal toxicity, progressive with age. Morphometric assay, Western blots,
histochemical and behavioral analysis showed that ADan was more aggressive than
ABri and AB42, as it happens in humans. Specific neuronal groups were resistant to
amyloid toxicity (“pdf circuit”) and some showed activation of endosplasmic reticulum
stress response, even though the pan-neuronal amyloid expression. These results
support the hypothesis of selective neuronal vulnerability. Finally, we carried out a
novel genetic screening (using behavior associated to the central nervous system) and
the preliminary results suggest that modulator genes could be participating in AB42

neurotoxicity.

Key word: Alzheimer disease, Familiar British Dementia, Familiar Danish

Dementia, Drosophila, AB42, ABri, ADan, neurotoxitciy



Agradecimientos

Agradecimientos.

Quiero agradecer a todas las personas que de una manera u otra participaron y

me acompafiaron a lo largo de esta etapa de mi vida.

-En primer lugar quiero agradecer a Eduardo Castafio por recibirme en su

laboratorio, por su direccion y ensefianzas durante mi tesis doctoral.
-A Fernanda Ceriani, por su co-direccién, sus consejos y ensefianzas.

- A Laura Morelli, porque siempre estuvo dispuesta ayudarme en todo lo que

estaba a su alcance.

-A mis compafieros y amigos del laboratorio 104; aquellos que estuvieron:
Amaranta, Matias, Ezequiel, Pia, Celeste, Lula, y aquellos que estan: Agata, Pame,
Nanu, Caro, Pablo y Lautaro. Su constante ayuda, en lo experimental y personal,
permiten que el dia sea mas eficiente y divertido. En especial quiero agradecer a
Amaranta, que me guié al mundo de las moscas y a Agata, con quien realizamos

varios experimentos juntas. Gracias a ambas por transmitirme sus conocimientos.

- Al laboratorio 109; a los estan cerca y a los que ya volaron lejos; Nara, Nico,
Lia, Guille, Anas, Magui, Sofi, Ana, Axel, Beck, Paula, Lore, Marta y Marian. Muchas
gracias por su ayuda y compafiia del dia a dia en el flyroom. Y a Andrés que todos los

dias cocina para las moscas. Gracias!!
-A Ceci Rotondaro, por ayudarme con las histologias.

-A mi comité de seguimiento de tesis: Fernando Pitossi, Amaicha Depino y Ale

Rabossi, por sus sugerencias y consejos.

-A todos los integrantes de FIL: investigadores, becarios, técnicos, personal de
administracion, mantenimiento, biblioteca, droguero, limpieza, que generan del

Instituto un lugar excelente para trabajar.

-A CONICET vy la UBA, por el financiamiento que me permitié realizar un

Doctorado.

- A mis amigas de la facu: Gabi, Roxi, Lau, Euge y Flor. Gracias por compartir el

sentimiento siempre!

-A mi mama, papa, abuela y hermana, que siempre me bancan y acompafnan en

todo lo que decido hacer.

-A Diego, no solo por estar siempre, sino por el aguante y la comprension

constante. Gracias!!



A mi familia,

en especial a Diego,

por el apoyo incondicional y la confianza.



Parte de los resultados de esta Tesis Doctoral han sido publicados en

‘“Amyloid peptides ABri and ADan show differential neurotoxicity in
transgenic Drosophila models of familial British and Danish dementia”.
Marcora MS, Fernandez-Gamba AC, Avendafo LA, Rotondaro C, Podhajcer
OL, Vidal R, Morelli L, Ceriani MF, Castafio EM. Mol. Neurodegener. 2014.



indice

indice
Bl 111 T [ ol ol [ TR 3
1.1 - Enfermedades neurodegenerativas y acumulacion de proteinas mal plegadas.......... 4
1.2 - Proteinas mal plegadas y AMiloides. ....ccceueciiiiiiiimuiciiiiineencceeennrenneneeeseseeennneseenes 6
1.2.1 - Dindmica de agregacion y formacién de fibras amiloides. ........cccceecvvveeeeciiieeecnneenn. 7

1.3 - Caracteristicas comunes y diferenciales entre Enfermedad de Alzheimer y Demencias

BritANiCas ¥ DAN@SA....cceeeeuuuiiierieeeneneeeereeeennnnseeeereeesessssseesesessnsssssssssssssnnssssssssessnnnssssssssssnnn 9
1.3.1 - Enfermedad de AlZNEIMET. ....c..ooiiiiiie ettt 9
1.3.1.1 - Procesamiento de APP y produccion de AB.......ccoceeeeeciveeeeecreeeeecinnee e 11

1.3.1.2 - GeNética de 1@ EA. ....ooeiieeeeeee et 13

1.3.1.3 - Metabolismo cerebral de AB: balance entre la produccidn y eliminacién. 14

1.3.1.4 - Rol de AB en la patogenicidad. ......ccccueeeeviieiieeciiee e 14

1.3.2 - Demencias familiares Britdnica y DAn@sa. .......cceeveveereeeireeeeiiiee e esreeeeerreeeeenaeas 15
1.3.2.1-Procesamiento de BRIy.....uueuiiiiiiiieeeiieeeeiee ettt e eeeeeaitv e e e eeeeaaeees 16

1.3.2.2 - Genética de DFB Yy DFD. .....coeiiiiiiieeeiiee ettt eerae e e estre e e enre e e e nreee s 17

1.3.2.3 - Metabolismo de ABFi Y AD@N. .....covviiiiiieiiieeiieeeite et esiae e s s 19

1.3.2.4 - Rol de ABriy ADan en la patogenia.......ccevveerveeerieenieeeniieenieeeieeesveesieeens 20

1.3.3 - Interaccidn entre BRI,-APP (precursores de AB, ABriy ADan). ......ccccceeevvveeeennnen. 20
1.4 - Modelos animales de Neurodegeneracion. ........ccceceeeeerrreeeennieeerereennnnceeeeseeennnsnseenns 20
1.4.1 - Modelos vertebrados para EA, DFB Y DFD.......cccovcuieiieeiieeeeciiee e eeireee e e 21
1.4.2 - Modelos invertebrados para EA, DFB Y DFD.......coccuveieeeiieeeeciiee et 22
1.4.2.1 - Drosophila como modelo de estudio de EA, DFD y DFB. .......cccceeevveeeenneen. 22

1.5 - Drosophila melanogaster....................cccoeeiiiiiiiiniiiiiiiiiiiniiiiii e 24
1.5.1 - Drosophila como modelo para busqueda de interacciones génicas. ........ccecu...... 26

2 - HipOLESiS Y ODJELIVOS ....cceeveeeeereeiierriirenreeissississssssssesnensssssssssssssssssnssssssssssssssssennnns 28
Hipotesis de trabajo. ...c.cceiiiiiiiiieeiiiiiiiiieirieererrreneeeeess s e sennesssesseneennesssssssenesnsssssssssnenes 29
ODbjJetivo GENEIAl .....cceeeeeiiiiiiiiieccietrreeneccee e reeennneeeeeseeennssssssesteennsssssssssesennnssssssseasennnnes 29
Objetivos ESPECIfICOS ..c..uiieiiiiiemeniiiiiiiiieiiiietiieeenneeseteeennsssssssssnennnssssssssssennnsssssssssssnnnnes 29

3 - Materiales Y MEEOUOS. ...........euuueeeerreeeeereeunniseeseereeereseenssssssssssssssssmssssssssssssssssesnnns 30



indice

3.1 - Drosophila como modelo animal de estudio. .......ccceeuueiieiiriremennicceirteeeenecceeeneeeeennee 31
3.1.1 - Disefio de las construcciones y generacion de lineas transgénicas..........cccc.uu...... 31
3.1.2 - Cria y mantenimiento de 1as [IN@as........ccccveieeeiiiieeiciiiee e 35
3.1.3 - Cromosomas balanCeadores..........ccoeeiierienieiee e 35
3.1.4 - Sistema bipartito de expresion: GALA/UAS. .......cooveeiveeeceeecieeeeeee et et 36
3.1.5 - LiNeas Utilizadas. .......c.eeueeiiieiieiieneenee ettt 37

3.2 - Biol0ogia MOIECUIAN. .....ccciviiiieiiiiiiiicerer e ess s s s s anne e s s s e e 38
3.2.1 - Genotipificacidn de las lineas transgénicas. .......cccceeeveeerieeereeeccee e 38

3.2.1.1 - EXracCion de ADN........couieiiiiieieeieeieesit ettt saee e 38
3.2.1.2 - Protocolo de Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).......ccccceveeevneenn. 38
3.2.2. - Cuantificacion de ARN MENSAJEIOS. ...ccceciurireeeiirereeeiireeeeeeirreeeeeitaeeessreeeesessseeesenns 38
3.2.2.1 - Extraccion de ARN MENSAJEIO. ....cccuveeeeeiireeeeiireeeeeetreeeesitreeeessseeeeesasseeeenans 38
3.2.2.2 - Obtencion de ADNc (RetrotranscripCion, RT). cc.eeecccveeeeeiiieeeeeeiveeeeecveeeens 39
3.2.2.3-PCR &N TiemMPO REAL ..ccutieiieieeee ettt e tae e e e 39
3.2.3 - Electroforesis en SDS-PAGE y Western blot. .........cccoevvveiieeiiieeeccieee e 39
3.2.3.1 - EXtraccion de ProteiNas......ccccccueeeeeciieeeeiiiee e eiteeeeectrree e eevree e s stae e e e e sanaeeeenes 39

3.2.3.2 - Corrida electroforética en condiciones desnaturalizantes y Western blots.

................................................................................................................................... 40

3.3 - PéPtidos SINTELICOS. ..eeeireriiiiiiiiiiiiiiieieiererceeeereeereeeeeeeeeeeeeeeeeesesnesesesssensnsnsssnssnsnnnnnnnnnnn 40
3.4 - Ensayos de ELISA Para ABA2.......cceeeeeeeerrieeemnnniceeeneeennssssssssssnnnsssssssssssnsasssssesssssnnsnns 41
3.5 - Toxicidad €N €l 0jO. .....cceeeeeeiiiiiiiiiiiiieiiieresersrrreeess s rrensnessssssesennnsssssssaaesnnenes 41
3.6 - Histologia e Inmunohistoquimica. .......cccuveeeeeiiiiiiiiiemeiiiciinirecccesrereneeeeeseneseennenes 41
3.6.1 - Armado del taco de parafina. .....cooueiiiiiiiii s 41
3.6.2 — DesparafinizaCion. ......couei it st 42
3.6.3 - Tincidén con Hematoxilina/Eosina y cuantificacion de la toxicidad tisular............. 42
3.6.4 — INMUNONISEOQUIMICA. 1eeuiiiiiiiiiee ittt ettt e e saee e sraeeenaeee s 42
3.6.5 - TiNCION CON TIOFIAVING St oo s 43
3.6.6 - Inmunofluorescencia del disco imaginal de ojo en larva 3 tardia. ......cccceevueennne. 43
3.6.7 - Inmunofluorescencia en cerebros de moscas adultas......cccoeeevieiiieiiiiiiiiiiiiniiennn. 44
3.7 - ANTICUBIPOS. .iieeuiiiieeiiiiienieiensiiiieeiiitensisiesssisstasssssssnssstssssssssnsssssssnsssssssssssssnssssssnsnss 44
O R Y oY ol UT=T g oo R o] [0 1= 1 Lo LT 44
3.7.2 - ANtiCUEIPOS SECUNTAIIOS. .uviieeeiieeeeiiitteeseiteeeeeeireeessstreeessenreeeesestseeesssreeessasneeenannes 45

3.8 - Analisis del comportamiento. ......ccccoieiiiirimreiiiiiiiiinenere e e esses e s s 46



indice

- T Rl o o T= NV To F- T RSP 46

3.8.2 - Geotaxis negativa (Rapid lterative Negative Geotaxis, RING). ..........cccvvveeeevnennn. 46

3.8.3 - FOTOTaXis POSITIVA. .uvuuiiiiiiiiiieeieie e 47

3.8.4 - Actividad locomotora Circadiana. .....eovcveeeeieeieeeerieece e 48

3.9 - Activacidn y cuantificacidn de la respuesta a estrés de RE. .........ccccceeeiriiiiniinnnnnennnn. 51
3.10 - Identificacidn de genes moduladores de la toxicidad de AB42.........ccceeeeeeerreennnnee. 52
TR 0 I e o) oY ] e TSP 52

3.11 - Analisis @StadiStiCOS. ...ccevvireiiiiiiiiiiiiiiiiecrecerceereeeeeeeeeereeereeesesnesesesesensnsasssnnanannnnnnnnnnn 53

4 — RESUILACOS. .....ccuueeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeiseeeereueeseesnaseesessasssssesnsssssessnsssssssnssssnssnnnssssennnnns 55

4.1 - Capitulo 1: Estudio comparativo de la toxicidad de AB42, ABri y ADan en Drosophila

....................................................................................................................................... 56

4.1.1 - Produccién y acumulacién de los amiloides AB42, ABriy ADan in vivo. ............... 56
4.1.1.1 - Generacion de las [ineas transgénicas. ......ccceceeevveeriieesiieecree et e 56
4.1.1.2 - Expresidon y procesamiento de Bri,-23, AB42, ABriy ADan........cccceeeeuuneee.. 57
4.1.1.3 - Acumulacidn in vivo de los amiloides. .......ccoeeeiiiiiniinieeieeeeee e 61

4.1.2 -Neurotoxicidad causada por los péptidos amiloides en tejidos de Drosophila. .... 63
4.1.2.1 - La sobre-expresion de AB42, ABriy ADan genera leves desarreglos en la
estructura externa e interna del 0JO. ..cuuiiiiciiee e e e e e 63
4.1.2.2 - Acumulacién no-fibrilar de los péptidos amiloides en la retina. ................ 69
4.1.2.3 - La acumulacién de los péptidos amiloides en el SNC provoca defectos
comportamentales asociados al envejecimiento......ccccccveeeeciieeeeiiieee e 70
4.1.2.4 - La acumulacién no-fibrilar de los péptidos amiloides en el SNC provoca
€5CASA VACUONIZACION.c...eiieeiiiieiieeiee ettt s st st st e es 74
4.1.2.5 - La sobre-expresion de los péptidos amiloides podria ocasionar defectos
L3 =T o1 oo L3RRS 77

4.1.3 -Resumen e interpretacion de 10s resultados. ........ccceeeeeciieeeeiciee e, 78

4.2 - Capitulo 2: Vulnerabilidad selectiva de grupos neuronales a los péptidos amiloides.

4.2.1 -Las neuronas laterales ventrales resisten a los efectos neurotéxicos de los

péptidos amiloides ABA2, ABFi Y ADAN. .....c.ueeeecireeeeiiiieeeectieeeeeteeeesereeeeeeatreeeesanaeeeesnnes 79

4.2.2 - Busqueda de grupos neuronales susceptibles a los péptidos amiloides téxicos. . 82
4.2.2.1 - Los péptidos amiloides disparan respuesta de UPR, via IRE-1.................... 83

4.2.3 - ReSUMEN € INTEIPIretaCion. ....cciicueeeeeciieeeeeitee e ccree e eetre e e eetree e s streeeeeeabaeeeseraeeeean 89



indice

4.3 - Capitulo 3: Busqueda de genes moduladores de la toxicidad de AB42..................... 90
4.3.1 - Rastrillaje genético en busca de moduladores de la toxicidad de AB42. .............. 90
4.3.1.1 - Caracterizacion de la linea de AB42 elegida. ......ccceeecvveeevcciveee e, 90

4.3.1.2 - Resultados preliminares del rastrillaje genético.......cccccvvcvvveeiviieeeecccineenn. 91

4.3.2 - Resumen € iNTerpretacion. ... ueeececciieeecccteee et erree e e sree e s e erbae e e e baeee s 94

5 - DUSCUSION ....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeererereeeeeeeeeesesesenssesesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssrsssane 95
LT 0 1L oL UL [ ] 4 N 96
5.1 - Acumulacién y toxicidad diferencial de AB, ABriy ADan..........cccccerererrrecsssssnnnenennnes 97
5.2 - Resistencia y vulnerabilidad selectiva neuronal a péptidos amiloides. .................. 101
5.3 - Rastrillaje genético en busca de moduladores de la toxicidad de AB42 en SNC...... 104
5.3.1 - PreS@NIliNa (PS). ceeeeeereeeiicriee ettt ettt ettt e e e et e e ee bt e e e e e e et e e e eetraae s 105
5.3.2 - Sintetasa de acido lIp0OICO (LAS). ..ecivieiiieeeeee ettt etee e tre et e e 106
5.3.3 - 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD). .......ccccecvieevieienieecie e 107
5.3.4 - 39S proteina ribosomal L15, mitocondrial (MRPL15). .....ccccvveeeiiiieeeeecireeeeeiveenen, 108
5.4 - Perspectivas fUtUras.....cccccccceeiieiiiiieeeciiieireeeenneeeesereeennssssessseennnssssssssesennnssssssssasnns 109

6 — BibliOGrafiQ. .....cccceeeeeeeeuuereeeeeereereeeeeuusssessssseeressnnsssssssssssssssssnssssssssssssssssssnnnnsssnnns 110



Abreviaturas

AB, amiloide Beta.

ADNCc, ADN copia

APP, proteina precursora amiloide.

CO., dioxido de carbono.

DAB, diaminobencidina.

DFB, Demencia Familiar Britanica.

DFD, Demencia Familiar Danesa.

DFT, Demencia Frontotemporal.

Dm, Drosophila melanogaster.

DTT, Ditiotreitol.

EA, Enfermedad de Alzheimer.

EAE, Enfermedad de Alzheimer Esporadica.
EAF, Enfermedad de Alzheimer Familiar.
EDI, enzima degradadora de insulina.

EDTA, &cido etildiaminotetra acético.

EGTA, acido etilenglicol tetra acido.

ELA, Esclerosis Lateral Amiotrofica.

ELAV, “embryonic lethal abnormal visual system”

EP, Enfermedad de Parkinson.

ESEM, microscopia electronica de barrido ambiental.

GFP, proteina verde fluorescente.
GMR, “glass multiple reporter”.
HCI, acido clorhidrico.

Htt, huntingtina.

MMP, Metaloproteasas de matriz.
NacCl, cloruro de sodio.

NEP, Neprilisina.

Abreviaturas



Abreviaturas

PBS-T, Buffer fosfato salino con Tween o Triton.
PDF, “pigment dispersing factor”.

PFA, praraformaldehido.

PrP, pridn.

PS, Presenilina.

RFP, proteina roja fluorescente.

RIPA, “Radioinmuno-precipitation assay”.
RING, “rapid iterative negative geotaxis”.

SDS, dodecilsulfato sddico.

SDS-PAGE, electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico.
SN, sobrenadante.

TA, temperatura ambiente.

UAS, “Upstream Activating Sequence”.
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Introduccion

1.1 - Enfermedades neurodegenerativas y acumulacion de proteinas mal

plegadas.

Una gran variedad de enfermedades neurodegenerativas asociadas al
envejecimiento se caracterizan por el depdsito anormal de proteinas en zonas

especificas del cerebro [1].

La hipétesis actual sostiene que dichos depédsitos de proteinas mal plegadas
estan relacionados de manera causal con el proceso neurodegenerativo. Existe
ademas una relacion entre la identidad de la proteina acumulada, su localizacion
cerebral y el fenotipo cerebro-patolégico. En la figura 1 se muestra un esquema de
algunas de las enfermedades neurodegenerativas, proteinas asociadas y zonas del

cerebro principalmente afectadas que se describen a continuacion.

Prionosis
@ . Localizacion: cortical difusa
L

Demencia Frontotemporal B . Depositos de PrP.
Localizacion: frontotemporal l

Depdsitos de tau ; L)
L e \
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Figura 1: Esquema de las zonas del cerebro mayormente afectadas en distintas
enfermedades neurodegenerativas. Se pone de manifiesto la vulnerabilidad neuronal
diferencial frente a los distintos agregados proteicos. Es importante resaltar que el espectro
neuropatolégico completo de estas enfermedades es mucho mas complejo. Imagen adaptada
de Bertram y Tanzi, JCI, 2005.

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es el desorden neurolégico de mayor
incidencia en la poblacion envejecida. Esta caracterizada por depdsitos del péptido
amiloide Beta (AB) y agregados de tau formando ovillos neurofibrilares en el cerebro,
predominantemente en corteza e hipocampo. Se describira la patologia en detalle mas

adelante (seccion 1.3.1).



Introduccion

La Enfermedad de Parkinson (EP) es el segundo desorden neurodegenerativo
mas comun en las poblaciones envejecidas. Histopatoldgicamente esta caracterizado
por pérdida de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra y acumulacién de
inclusiones citoplasmaticas compuestas por agregados insolubles de proteinas
(denominados cuerpos de Lewy), lo que conlleva de manera progresiva a desordenes
de movimiento que incluye temblor, bradiquinesia (movimientos lentos) y rigidez. Se
han identificado mutaciones en por lo menos 5 genes asociados a casos hereditarios
de Parkinson (a-sinucleina, parkin, LRRK2, Dj-1 y PINK1 (revisado en [2]), si bien

corresponden a un pequefio porcentaje de los casos de EP.

La Demencia Frontotemporal (DFT) se caracteriza clinicamente por cambios
graduales de comportamiento y disfuncion progresiva del lenguaje [3]. Esta demencia
presenta neurodegeneracion en los Iébulos frontal y temporal y, generalmente las
neuronas afectadas presentan agregados de la proteina tau que difieren de los
agregados de tau en ovillos neurofibrilares encontrados en la EA [4]. Entre un 25-40%
de los casos de DFT son hereditarios, mientras que la clinica sugiere que existen
diversos factores genéticos que influyen en la patologia [5]. Se identificaron varias
mutaciones en el gen de tau (MAPT) [6] las cuales provocan un incremento o
reduccién de la capacidad de tau de unirse a microtubulos, asi como agregados

citoplasmaticos y alteraciones en la proporcion de isoformas presentes.

En el caso de la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA), esta enfermedad se
caracteriza por una rapida y progresiva degeneracion de las neuronas motoras en el
cerebro y la médula espinal, que desencadena paralisis y muerte prematura. Cabe
destacar que un 20% de los casos de ELA son hereditarios y se encuentran asociados

a mutaciones en los genes SOD1 y ALS2 [7, 8].

La Enfermedad de Huntington es causada por degeneracion de las neuronas del
cuerpo estriado provocando movimientos involuntarios, sintomas siquiatricos y
demencia. La mayoria de los casos son hereditarios (90%) y transmitidos por
mutaciones dominantes. El gen afectado, huntingtina (Htt), presenta expansiones
anormales de repeticiones de CAG (que codifica para el aminoacido glutamina) en la
region del exon 1. Estas repeticiones varian entre 35 y 120 copias aumentando de

forma inversamente proporcional a la edad de comienzo de la enfermedad [9].

Las prionosis abarcan un espectro heterogéneo de caracteristicas clinicas e
histopatologicas y pueden ser hereditarias (asociadas a mutaciones), esporadicas o

adquiridas por un mecanismo infeccioso. Los pacientes presentan neurodegeneracion
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progresiva acompanada de espongiosis y depositos amiloides de proteina pridnica

(PrP); probablemente generados por auto-propagacion de PrP mal plegadas [10, 11].

Dos tipos de demencias hereditarias, la Demencia Familiar Britanica (DFB) y la
Demencia Familiar Danesa (DFD), son enfermedades asociadas a depdsitos amiloides
en el cerebro y muy poco frecuentes, pero de gran interés para el estudio de la

hipétesis amiloide en la EA y se describirdn mas adelante.

A su vez, en muchas de estas enfermedades neurodegenerativas la acumulacion

de proteinas mal plagadas lleva a la formacion de fibras amiloides.

1.2 - Proteinas mal plegadas y Amiloides.

Naturalmente las proteinas tienden a adoptar una conformacion espacial, la cual
impacta directamente sobre su funcion biologica. Bajo ciertas condiciones pueden
plegarse de manera anormal provocando una tendencia a la agregacion, pérdida de
funcion biologica y acumulacion progresiva intra o extracelular en una forma de auto-

agregacion ordenada llamada “amiloide”.

Los amiloides son agregados de proteinas insolubles que presentan las

siguientes caracteristicas fisicoquimicas:

e estructura secundaria de lamina 8 plegada.

o morfologia fibrilar (8-10 nm de ancho), como se muestra en la figura 2.
e un patron caracteristico de difraccion de rayos X.

e birrefringencia frente a la coloracion con Rojo Congo.

¢ insolubilidad en solventes acuosos.

e resistencia a proteasas.

o afinidad por el fluoréforo Tioflavina S/T.
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Figura 2: Microscopia electrénica de fibras amiloides. Formacion in vitro de fibras amiloides
de un fragmento del péptido AR (residuos 11-28). A, Inmunomarcacién con particulas de oro. B,
Microcopia electrénica de transmisién. Obtenida de Castafio, et al., BBRC, 1986.

Varios mecanismos pueden promover la desestabilizacién de la estructura
secundaria de proteinas solubles incluyendo mutaciones, modificaciones post
traduccionales, pH bajo, presencia de metales, entre otros, que conlleve a la auto-
agregacion de las mismas. Como resultante de estos fendmenos, los residuos
hidrofébicos, amidas y carboxilos de las proteinas pueden quedar expuestos al
solvente siendo susceptibles a asociarse unos con otros provocando agregados de
estructuras amorfas asi como acimulos altamente ordenados, originando agregados

fibrilares.

1.2.1 - Dinamica de agregacioén y formacion de fibras amiloides.

La formacion de las fibras es un proceso de polimerizacién nucleacion
dependiente. La cinética de este proceso puede ser descripta por una curva
sigmoidea, en la cual se evidencian 3 fases: la fase de nucleacion, la fase exponencial
y la fase estacionaria (Figura 3). En la fase de nucleacién las especies solubles,
usualmente monomeros, se auto-ensamblan formando pequefos oligdmeros
(denominados “nucleos”) con alto grado de contenido de estructura B. Para que se
puedan generar los oligdmeros, la disponibilidad de mondmeros debe superar la
concentracion critica, lo cual resulta el paso limitante para la dindmica de agregacion.
En la fase exponencial ocurre la adicibn de mondémeros a los nucleos, evento
termodinamicamente favorable, lo que resulta en la formacion de fibrillas. Por ultimo la
fase estacionaria en la cual se han formado fibras amiloides, que permanecen en

equilibrio con mondémeros en concentracion critica.
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Figura 3: Modelo de polimerizacion del auto-ensamblado amiloide. La formacién de
estructuras amiloides se compone de tres fases: (1) Fase de nucleacién, en la que los
monoémeros sufren un cambio conformacional y se asocian para formar nucleos. (2) Fase de
crecimiento exponencial, en la que los nucleos crecen rapidamente por adicion de mondmeros
en sus extremos formando fibrillas. (3) Fase estacionaria, en la cual los mondmeros se
intercambian lentamente en los extremos de las fibras amiloides sin modificar su longitud.
Adaptada de Kumar y Walter, Aging, 2011.

En las enfermedades neurodegenerativas, el comienzo de la acumulacién de
proteinas puede ser estocastico, aunque la velocidad de agregacion depende de la
concentracién de las mismas. Desde el punto de vista cinético, las mutaciones en
proteinas asociadas a enfermedades familiares pueden acelerar el proceso de
agregacion por diversos mecanismos incluyendo, aumento de la concentracion
efectiva, disminucion de la concentracion critica, aumento de la hidrofobicidad,

alteraciones en la carga neta, etc.
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1.3 - Caracteristicas comunes y diferenciales entre Enfermedad de

Alzheimer y Demencias Britanicas y Danesa.

La Enfermedad de Alzheimer y las Demencias Britanica y Danesa presentan
neuropatologia similar, asociada al depésito de péptidos amiloides en cerebro. Sin
embargo, la EA posee una alta incidencia en la poblacion, mientras que DFB y DFD
son producto de casos muy poco frecuentes. Por otro lado, la sintomatologia de los
pacientes asi como las zonas del cerebro mayormente afectadas no se solapan
completamente, sugiriendo cierta vulnerabilidad selectiva por distintos grupos
neuronales. Es asi que resulta interesante el estudio comparativo entre las 3

patologias, con el objetivo de encontrar mecanismos comunes y diferenciales.

A continuacién se describen en detalle los aspectos bioquimicos, genéticos y

moleculares de las neuropatologias.

1.3.1 - Enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer, es la causa mas comun de demencia (corresponde
a dos tercios de todos los casos de demencia que ocurren globalmente) y afecta a ~35

millones de individuos en todo el mundo [12].

El diagnostico de la enfermedad se basa en la evaluacidon neuroldgica y
neurocognitiva del paciente, las cuales son evidentes cuando la demencia ya esta
instalada y el dafo cerebral existente es irreversible. Es importante destacar que el

diagndstico certero requiere de analisis histopatologicos post mortem.

A nivel clinico, la enfermedad se caracteriza por pérdida progresiva de la
memoria y otras habilidades cognitivas (pérdida de atencién, dificultades de habla y
cambios de personalidad, entre otros), y finalmente culmina con demencia. La
progresion de la enfermedad puede durar entre 8-10 afos e inevitablemente provoca
el fallecimiento del paciente. La sintomatologia usualmente comienza a partir de los 65
afios de edad, salvo en casos hereditarios en los cuales comienza a edades mas

tempranas, entre 30-40 afios de edad (ver apartado de Genética 1.3.1.2).

En1906, Alois Alzheimer fue el primero en reportar un analisis histopatolégico
inusual en un caso de demencia [13]. Determind la presencia de una “sustancia
peculiar” en la corteza cerebral del paciente, que posteriormente se descubrié que
estaba compuesta por fibrilas de amiloide beta (AB) y ovillos neurofibrilares

intraneuronales [14].
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Figura 4: Patologia de la Enfermedad de Alzheimer. A, Seccién de cerebro de un paciente
con EA (izquierda) muestra una severa atrofia del cerebro comparado con un individuo sano
(derecha). B, Micrografia obtenida con tincion con plata (400x de magnificacion) permite
observar neuritas distréficas formando placas amiloides (flecha negra) y ovillos neurofibrilares
(flecha blanca). C, Inmunohistoquimica anti-A3 muestra placas difusas conteniendo AR (cabeza
de flecha), placas compactas (flecha mediana) y angiopatia amiloide cerebral (flecha pequena)
(100x de magnificacion). D, Inmunohistoquimica anti-fosto tau permite observar acumulacion
intraneuronal de tau hiperfosforilada. E, Tincion con Tioflavina S muestra AR formando
estructura de hoja 3 plegada en la placas amiloides (flecha grande) y tau adoptando estructura
de hoja B plegada en los ovillos neurofibrilares (flecha chica) (200x magnificacién). F, Esquema
temporal de la progresion de los marcadores de EA, integridad neuronal, depdsito amiloide y
acumulacién de tau hiperfosforilada en ovillos neurofibrilares. Adaptado de Hotlzman et al., Sci
Transl Med, 2011.
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La EA esta histopatoldégicamente caracterizada a nivel macroscopico por una
severa atrofia cerebral, mientras que a nivel microscopico se observan neuritas
distroficas rodeadas por placas extracelulares compuestas principalmente de AR,
astrocitos y microglia activada asi como también ovillos neurofibrilares intracelulares,

compuesto predominantemente por la proteina tau hiperfosforilada (Figura 4) [15].

Como se menciond anteriormente los ovillos neurofibrilares son agregados
intraneuronales compuesto predominantemente por proteina tau hiperfostorilada. La
proteina tau esta presente tanto en neuronas como en glia y normalmente se une a
tubulina estabilizando los microtibulos. Sin embargo en la EA tau se hiperfosforila y
pierde su capacidad de asociacion a tubulina lo que favorece su auto-agregacion,
dando origen a los ovillos neurofibrilares en neuritas distréficas y cuerpos celulares
[16, 17].

1.3.1.1 - Procesamiento de APP y producciéon de AB.

El péptido AB es producto de protedlisis de la proteina APP (“Amyloid Precursor

Protein”), tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas [18].

El gen que codifica para la proteina APP se ubica en el cromosoma 21 y produce
una glicoproteina de membrana tipo | de 695-770 aminoacidos [19]. APP presenta
expresion ubicua, particularmente en neuronas asi como también en microglia,
astrocitos y otros tejidos [20]. Se ha propuesto que APP cumple funciones de adhesion
celular [21], transducciones de sefiales via proteina GO [22] y transporte axonal por
interaccion con quinesina | [23]. En cuanto a su localizacion subcelular, APP se ha
descripto en membrana plasmatica, en reticulo endoplasmatico, Golgi, Trans-Golgi,

endosomas, lisosomas y membrana mitocondrial (revisado en [24]).

Durante su trafico por la célula APP puede ser procesado por 2 vias: la
amiloidogénica y la no-amiloidogénica (Figura 5). En la via amiloidogénica, APP es
cortado inicialmente por BACE1 (del inglés “B-secretase APP cleaving enzime 1”), una
proteina integral de membrana tipo | [25], liberando APPsf al espacio extracelular y/o
luminal y el fragmento CTF-B (C99). Este ultimo es posteriormente cortado por el
complejo y-secretasa, dando origen al péptido AB y AICD (del inglés “APP intracelular
domain”). El complejo y-secretasa esta compuesto por varias proteinas incluyendo
Presenilina 1 y 2 (PS1 y PS2), Nicastrina, APH-1 y PEN2, siendo las PS las que
contienen el sitio activo catalitico del complejo [26-28]. La mayoria de los péptidos AR
producidos son de 40 aminoacidos, mientras que una pequefia fraccion de los

generados son de 38, 39,42 y 43 aminoacidos. Pese a que difieren en 2 aminoacidos,
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AB42 presenta mayor capacidad de agregacion y de generar efectos toxicos en
neuronas que APB40, dado en parte por su mayor hidrofobicidad [29]. La ruta
alternativa, no-amiloidogénica, evita la generacion de péptidos AB. Es asi que APP es
procesado en primer lugar por el complejo a-secretasa, que esta compuesto por
proteinas pertenecientes a la familia ADAM (metaloproteinasas) [30]. Este corte
genera un N-terminal APPsa, el cual es secretado al medio extracelular, mientras que
el fragmento de CTF-a (C83) presente en la membrana es cortado por y-secretasa,
produciendo un fragmento p3 y AICD. Como el corte de a-secretasa ocurre dentro de

la regidn de AP, esto impide la generacién del péptido [31].

—~0 S
8 Dominio intracelular

e— 9

B- secretasa d- secretasa

v Y
} , !
— s = R —]
APPsp CTF-B (C99) APPsa CTF-a(C83)

y- secretasa V- secretasa

1= Bl =

ap  AlCD p3 AICD

Figura 5: Esquema de procesamiento secuencial de APP. La via amiloidogénica involucra la
accion B-secretasa, liberando APPsB y CFT-B (C99). Este ultimo es posteriormente cortado por
el complejo y-secretasa (PS1, PS2, nicastrina, PEN2, APH-1) liberando AR y AICD. En cambio,
la via no-amiloidogénica involucra la accién de a-secretasa para liberar APPsa y CTF-a (C83),
siendo este ultimo procesado por el complejo de y-secretasa liberando p3 y AICD. Nétese que
en el corte de a-secretasa ocurre dentro de la secuencia de AB. Adaptado de Kumar y Walter,
AGING, 2011.
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1.3.1.2 - Genética de la EA.

La mayoria de los casos de EA (95-98%) no estan asociados a mutaciones y se
los denomina “esporadicos” (EAE). Se cree que EAE es multifactorial y si bien sus
causas no se conocen en detalle, la edad y la variante alélica de Apolipoproteina E 4
(Apo E4) son los mayores factores de riesgo para contraer la enfermedad [32, 33].
Otros factores de menor peso epidemiologico en EAE son la historial familiar,
traumatismo de craneo, enfermedades cardiovasculares, diabetes, hipertension,

obesidad y polimorfismos de diversos genes que aun requieren validacion.

A su vez, so6lo un muy pequeno porcentaje de los casos de EA (<5%) esta
asociado a mutaciones autosémicas dominantes en los genes de APP, PS1y PS2 [34],
lo que conlleva al desarrollo temprano de la enfermedad, llamada “Enfermedad de
Alzheimer Familiar” (EAF). Las mutaciones en APP, en general, aumentan la
produccién de AP total o 42/43 y/o su capacidad de agregacién (Figura 6) [35],
mientras que las mutaciones en PS aumentarian la produccion relativa de AB42 [36].
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Figura 6: Representacion de las mutaciones en APP asociadas a EAF. Se muestra la
secuencia de AR numerada1-42. La mutaciéon Sueca en el N-terminal cerca del sitio de corte de
B-secretasa aumenta la produccion total de Ap mientras que las mutaciones en el C-terminal
provocan un aumento de AB42 al modificar la actividad de y-secretasa. Las mutaciones en el
medio de la secuencia podrian disminuir la actividad de a-secretasa favoreciendo la via
amiloidogénica, aumentar la produccion de AB y/o su agregacion, o bien evitar la degradacion

por proteasas. Adaptado de Kumar y Walter, AGING, 2011.
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Pese a que la variante AB40 es la especie mas abundante, AB42 resulta mas
fibrilogénico [37] y pareceria ser la especie que se encuentra tempranamente en las

placas amiloides tanto en pacientes de EAE como EAF [38].

1.3.1.3 - Metabolismo cerebral de AB: balance entre la produccion y eliminacioén.

Los niveles estacionarios del péptido AB en cerebro dependen de su sintesis y
degradacion. Hay evidencias que sugieren que los defectos en la degradacion de AR
mas que los incrementos en la produccion del péptido en SNC, serian los

responsables del desarrollo de la EAE [39].

La remocion de AB del cerebro es llevada a cabo por diversos mecanismos: 1)
por drenaje del fluido intersticial cerebral por la membrana perivascular al liquido
cefalorraquideo o por plasma a través de capilares, 2) por captacion y degradacion del
péptido por microglia y astrocitos y 3) por accion de proteasas, incluyendo a neprilisina
(NEP), enzima degradadora de insulina (EDI), metaloproteasas de matriz 9 (MMP-9) y
glutamato carboxi peptidasa Il (GCPII) (revisado en [40],[41]).

Fallas en los mecanismos antes descriptos pueden favorecer la acumulacion de
AB. Se describié que una disfuncién de la barrera hematoencefalica puede contribuir a
la acumulaciéon de materiales neurotoxicos. A su vez, la microglia juega un rol esencial
en la acumulacion de AP, dado por su capacidad de fagocitar y degradar tanto
especies solubles como fibras amiloides [42]. Ademas, existen numerosos estudios in
vivo que muestran que las proteasas son capaces de degradar AB. Experimentos en
ratones y rata knock out para las proteasas mencionadas mostraron aumento de los
niveles de AR acumulada en cerebro [43, 44]. Ademas, si en ratones transgénicos
modelos de EA se sobre-expresan las proteasas, disminuyen los niveles del péptido
amiloide [45, 46]. Mas aun, se ha reportado una disminucién en la actividad de las
proteasas in vivo a partir de muestras de tejido de pacientes de EA [47, 48]. Estos
datos sefialan un claro rol de las proteasas en el metabolismo del péptido ARB.

1.3.1.4 - Rol de AB en la patogenicidad.

Hardy y Allsop postularon la llamada “Hipotesis de la cascada amiloide” [49].
Propusieron al depésito extracelular de AB en el cerebro como agente neurotdxico de
la patologia de EA, tal que su acumulacién induce la formacion de ovillos
neurofibrilares intracelulares con posterior muerte celular [50, 51]. El rol de AR como

disparador de la cascada estaba sustentado por la identificacion de mutaciones en
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APP, PS1 y PS2; y duplicaciones génicas de APP que promueven el procesamiento y
produccion de AB en casos de EAF. Con el tiempo la hipotesis sufridé modificaciones,
postulando que los oligdbmeros de AB son las especies mas téxicas y las causantes de
disparar mecanismos patolégicos en EA, en lugar de las fibras insolubles [52, 53].
Pese a que tanto las fibras como los oligdmeros son encontrados en cerebros de
pacientes post-mortem, los oligdmeros solubles correlacionan mejor con el avance de

la enfermedad [54].

Se ha reportado acumulacién intraneuronal de AB tanto en pacientes de EA
como en modelos animales transgénicos y cultivos celulares [55-58]. En cuanto a su
localizacion intracelular, AR se encuentra en Golgi [59], reticulo endoplasmico,
endosomas, cuerpos multivesiculados [60], lisosomas [61] y mitocondrias [62].
Diversos estudios mostraron que la toxicidad de AP esta mediada por varios
mecanismos, como estrés oxidativo, dafio mitocondrial, alteraciones en la
permeabilidad de las membranas, inflamacion, disfuncién sinaptica, excitotoxicidad por
interaccion con receptores de neurotransmisores, etc. (revisado en [63]). Se reportd
que AP extracelular puede interaccionar con receptores NMDA [64] provocando
disfuncion sinaptica y neurodegeneracion, asi como con receptores nicotinicos a7 de
acetilcolina (a7nAChR) promoviendo su internalizacién y acumulacion intracelular [65,
66]. La acumulacion intraneuronal precede a la formacion de placas extracelulares y
se cree que promueve disfuncidn sinaptica temprana [67, 68]. Ademas, se evidencio
que los oligdbmeros de AB pueden incorporarse a las membranas formando canales
[69] que provocan desregulacion de la homeostasis del calcio y otros metales [70, 71].
A su vez, la acumulacién AB en mitocondrias esta asociado a una disminucion de la
actividad del complejo |, lll y IV de la cadena respiratoria, como también a una menor

tasa de consumo de oxigeno [72].

Estos son algunos de los mecanismos descriptos asociados a la toxicidad del

péptido AB, mostrando un amplio espectro de accion.

1.3.2 - Demencias familiares Britanica y Danesa.

En 1933, Worster-Drought y colaboradores fueron los primeros en describir un
tipo particular de demencia en 2 hermanos de una familia britanica. Los pacientes
presentaron problemas de memoria, paralisis, cambios de personalidad y demencia
presenil [73]. Posteriormente, esta enfermedad fue denominada Demencia Familiar
Britanica (DFB) [74]. La enfermedad empieza a manifestarse a los 50 afios de vida; los
pacientes presentan demencia progresiva, ataxia y mueren alrededor de los 60 afios
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de edad [75, 76]. Los estudios neuropatolégicos revelaron la presencia de placas
amiloides perivasculares principalmente en hipocampo y cerebelo, y raramente en
neocorteza; asi como ovillos neurofibrilares formados por agregados de tau
hiperfosforilada [74, 76, 77].

A su vez, Strdmgren y colaboradores describieron en 1970 a una familia danesa
con caracteristicas clinicas de problemas de vision, de audicion y demencia progresiva
[78], patologia posteriormente denominada Demencia Familiar Danesa (DFD) [79]. Los
pacientes de DFD desarrollan cataratas a los 30 afios de edad, presentan pérdida
progresiva de la audicién en los 10-20 afios posteriores y a los 60 afios de edad
padecen demencia con posterior fallecimiento. Los estudios neuropatolégicos
evidenciaron depdsitos amiloides en el hipocampo y cerebelo, negativos para las

tinciones con Tioflavina S y rojo Congo [79, 80].

Andlisis bioquimicos de los depdsitos amiloides encontrados en los cerebros de
enfermos de DFB y DFD, revelaron la presencia de 2 péptidos que no habian sido
identificados anteriormente en ninguna otra enfermedad, denominados ABri [74] y
ADan [79], respectivamente. Llamativamente, ambos péptidos son producto de

mutaciones en la proteina BRI,

1.3.2.1-Procesamiento de BRI,

El gen BRI, también conocido como ITM2B [81], se encuentra ubicado en
cromosoma 13q14.3 y da origen a una proteina transmembrana de tipo |l de 266

aminoacidos [74, 79].

La proteina BRI, es de expresion ubicua [74, 82, 83] con altos niveles en
corazon, placenta, rifién, pancreas e higado, asi como en cerebro. Se postula un rol de
BRI, en diferenciacion neuronal [84] y, ademas, ha sido propuesto como gen supresor

tumoral por su posicion cercana a un hotspot asociado al cancer de prostata [85].

El procesamiento del precursor salvaje de BRI, por furinas y otras pro-proteinas
convertasas (PCs) [86] da lugar a la liberacion de un péptido C-terminal de 23
aminoacidos, llamado Bri»-23, en la via secretoria [74]. Luego, el precursor maduro
BRI, (m-BRI,) puede ser cortado por la metaloproteasa ADAM10, liberando el dominio
Brichos [87] y un fragmento N-terminal. Este Gltimo esta sujeto a un evento de
protedlisis adicional por la peptidasa de péptido sefal 2 (SPPL2), liberando un dominio
intracelular y un péptido BRI, C-terminal [88] (Figura 7). Hasta la fecha, no se ha

dilucidado el rol bioldgico del péptido Bri,-23.
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Figura 7: Diagrama de procesamiento de BRI,. Mediante la accion de la pro-proteina
convertasa (PC) se libera un péptido C-terminal de 23 aminoacidos, Bri,-23. Posteriormente,
por corte de ADAM10 se libera el dominio Brichos al espacio extracelular, quedando remanente
el fragmento N-terminal, NTF, incluido en la membrana. EI NTF es procesado por la peptidasa
de péptido senal 2 (SPPL2) liberando un dominio intracelular (ICD) y uno extracelular, BRI>-C
péptido. BRI, inmaduro (im-BRI;), BRI, maduro (m-BRI,), Glicosilacion (Glyc), Transmembrana
(TM).

1.3.2.2 - Genética de DFB y DFD.

En el caso de DFB se determind que una mutacion puntual (posicion 799, A>T)
en el gen BRI, interrumpe un coddn de terminacion resultando en la sintesis de un
precursor mas largo de 277 aminoacidos. El procesamiento del mismo da origen a un
péptido C-terminal de 34 aminoacidos, el cual fue aislado de los depdsitos amiloides

de los pacientes y al que se denomino ABri [74] (Figura 8).

A su vez, en DFD se determin6 que una duplicacion de 10 nucledtidos previos al
codoén de terminacion en el gen BRI, produce en cambio en el marco de lectura
generando la sintesis de un precursor mas largo. Este, al ser procesado en la via
secretoria, da como producto un péptido de 34 aminoacidos denominado ADan que es

encontrado en depdsitos cerebrales de pacientes de DFD [79] (Figura 8).
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Figura 8: Mutaciones en BRI,. Proteina transmembrana BRI, es cortada constitutivamente por
proteinas convertasas, posiblemente furinas liberando un péptido C-terminal de 23
aminoacidos, Bri,-23. La mutacion asociada a DFB, interrumpe un codén de terminacion,
generando un cambio en el marco de lectura y un precursor mas largo. Como producto de
protedlisis se libera ABri (rojo). En el caso de DFD, ocurre una duplicacion de un decamero de
nucleostidos previos al codon de terminacion provocando un cambio en el marco de lectura y un
precursor mas largo. Como producto de protedlisis se libera ADan (verde). Secuencias de los
péptidos usando el cédigo de una letra de los aminoacidos. Adaptado de Welzel y Walsh. J
Med Sci. 2010.

Dado que los extremos C-terminal ABri y ADan difieren entre si, éstos fueron
utilizados para desarrollar sueros policlonales anti-ABri (nro 338) [74] y anti-ADan (nro
5282) [79]. Mediante técnicas histologicas se evidenciaron depdsitos amiloides de ABri
y ADan en cerebros de pacientes de DFB y DFD, respectivamente, utilizando los
anticuerpos especifico (Figura 9 A y B-C respectivamente). Estos depositos se
observaron tanto en parénquima como en vasos sanguineos, en todo el SNC incluido
el cerebelo. Llamativamente, se reportaron depdsitos de AB en tejidos de pacientes
con DFD (Figura 9 D). Ademas, se evidencid presencia de ovillos neurofibrilares
(anticuerpos anti-fosfo tau) preferentemente en hipocampo en ambas enfermedades
(Figura9 Fy G).
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Figura 9: Inmunohistoquimica en DFB y DFD. A, Depdsitos en hipocampo de ABri (anti-ABri
nro. 338, suero policlonal). B, Depositos difusos de ADan en hipocampo (anti-ADan, nro. 5282
suero policlonal). C, Depdsitos difusos de ABri en corteza entorrinal (anti-ABri). D, Depositos de
AB en tejido de pacientes DFD (anti AR, 6E10). Formacion de ovillos neurofibrilares E, en DFB
y F, en DFD reconocidos con anti—fosfo tau, AT8 (indicadas con flechas). Barra= 150 ym en A,
B, CyD. Barra=75 um en E y F. Adaptado de Rostagno et al., Cell. Mol. Life Sci, 2005.

Cabe destacar que en ambas patologia la mayoria de los depdsitos resultaron
rojo Congo negativos, sugiriendo que predominan especies no-fibrilares [79]. Estos
depdsitos difusos, pueden ser extraidos con detergentes idnicos y no idnicos, y no
requieren del uso de acido formico. Es asi que los extractos estarian enriquecidos en

oligémeros con el potencial para desencadenar toxicidad neuronal [89].

1.3.2.3 - Metabolismo de ABri y ADan.

A diferencia de EA, la acumulacion y depdsito de los amiloides ABri y ADan esta
directamente asociada con la presencia de las mutaciones en el gen BRI,, como se

describe en la seccién anterior.
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Si bien no se conoce mucho sobre el metabolismo de BRI, se evidencio,
mediante ensayos in vitro, que proteasas como EDI son capaces de degradar
monomero de ABri y ADan [90], sugiriendo un rol de las metaloproteasas en su

metabolismo.

1.3.2.4 - Rol de ABri y ADan en la patogenia.

Los péptidos ABri y ADan poseen una alta propension a oligomerizar in vitro y
formar estructuras ricas en conformacion B (evidenciado por técnicas de dicroismo
circular), asi como también son capaces de inducir citotoxicidad en cultivos celulares
[91, 92].

Estudios in vivo mostraron que ABri y ADan presentan modificaciones post-
traduccionales, entre ellas, la modificacion de glutdmico a piroglutamico en el extremo
N-terminal [93]. Esta modificacion se demostr6 que favorece la capacidad de
agregacion de los péptidos influyendo en la patogenicidad de los mismos [94]. A su
vez, se reportd que ambos péptidos pueden agregarse formando estructuras
morfolégicamente compatibles con canales idnicos, implicados en los mecanismos de
toxicidad [95].

1.3.3 - Interaccidn entre BRI,-APP (precursores de ABri, ADan y AB).

En los ultimos anos varios trabajos han mostrado que la proteina BRI, es capaz
de regular el procesamiento de APP, uniéndose e inhibiendo la produccién de AB [96-
98]. Compatible con estos resultados, Kim y colaboradores reportaron que la sobre-
expresion de BRI, en ratones transgénicos que modelan la EA reduce los depdsitos
cerebrales de AB y que en ensayos complementarios in vitro, se observé que Bri»-23
inhibe la agregacion de AB [99]. Esta interaccion entre BRI,, APP y los productos
proteoliticos de ambos afiade una posible relacién patogénica y/o mecanismos
compartidos entre EA, DFB y DFD.

1.4 - Modelos animales de Neurodegeneracion.

La EA y las DFB y DFD no ocurren espontaneamente en animales. Sin embargo,

la utilizacion de modelos animales permite estudiar e identificar mecanismos celulares
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y moleculares asociados a patologias, asi como testear potenciales agentes

terapéuticos.

1.4.1 - Modelos vertebrados para EA, DFB y DFD.

El mejor modelo animal para EA parece ser el mono envejecido [100], sin
embargo, por su extenso ciclo de vida y su costo de mantenimiento asi como las
implicancias en bioética, se han desarrollado otros modelos animales que permiten el

estudio de diversos procesos celulares, moleculares y comportamentales asociados.

En relacién a la EA, se han generado ratones transgénicos que sobre-expresan
versiones salvajes o mutantes de APP, asi como animales que co-expresan APP con
PS1, BACE1 y variantes de tau, dando origen a modelos doble y triple transgénicos
(revisado en [101, 102]). Los ratones transgénicos de APP presentan depdsitos de AB
intra y extracelular en corteza e hipocampo, asociado a neuritas distréficas y gliosis;
sin embargo, pese a que se evidencia aumento en la fosforilacion de tau, no forman
ovillos neurofibrilares. Estos individuos muestran defectos de memoria espacial,
locomocion y comportamiento exploratorio asociado al envejecimiento. Los ratones
triple transgénicos APP, PS y tau, presentan disfuncién sinaptica asociada a la
acumulacion intraneuronal de AP, evento que resulta previo a los depodsitos

extracelulares y la formacion de ovillos neurofibrilares [103].

También se han desarrollado modelos de ratas transgénicas para EA. Dado que
las ratas presentan caracteristicas morfolégicas, genéticas vy fisioldgicas mas cercanas
a los humanos, podrian aportar informacion adicional al estudio de la patologia. Se ha
visto que las ratas modelos de EA producen y acumulan A intraneuronal en estadios
previos a los depositos extracelulares y presentan disfuncion sinaptica, defectos en

memoria y aprendizaje, entre otros ( revisado en [104]).

En cuanto a DFB y DFD, se desarrollaron ratones transgénicos que permiten
modelar algunos aspectos de las enfermedades. En el caso de DFD, los ratones
transgénicos que sobre-expresan el precursor BRI, mutado presentan depdsitos de
ADan en el cerebro, gliosis, inflamacion y defectos comportamentales al envejecer
[105, 106]. Los ratones doble transgénicos BRI, mutado y tau, a su vez, presentan un
aumento en la acumulacion de tau fosforilada y depdsitos de ADan fibrilares [105,
107]. Los ratones obtenidos mediante estrategias de “knock in” en las que se

reemplazé el gen endogeno de BRI, por el mutado, no presentaron alteraciones
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detectables en el cerebro, ni acumulacion de ADan, ni gliosis, aunque mostraron
defectos de memoria y plasticidad sinaptica [108]. Estos ultimos resultados sugieren
que la pérdida de funcion de la proteina BRI, influye en la patologia humana de DFD
[109, 110]. Los ratones modelos de DFB que sobre-expresan el gen BRI, mutado si
bien mostraron altos niveles de expresion del precursor, no presentaron depdsitos
amiloides de ABri en el cerebro de animales envejecidos. Los autores sostienen que la
falta de deteccion de ABri podria ser explicada por los bajos niveles de procesamiento
del precursor [82]. Una segunda estrategia planted el desarrollo de ratones “knock in”,
mediante el cual se reemplazé un alelo salvaje por uno mutado. Estos ratones
presentaron defectos de memoria, sin neuropatologia asociada ni depésito de ABri,
mientras que en ratones haplo-deficientes de BRI, (BRI,"") se reportaron resultados
similares. Ademas, en muestras de pacientes de DFB se evidencio una disminucion de
los niveles endogenos de BRI,, sugiriendo que la falta de funcion de BRI, podria

contribuir con la patologia [111].

1.4.2 - Modelos invertebrados para EA, DFB y DFD.

Se han desarrollado modelos invertebrados para la EA utilizando Caenorhabditis
elegance y Drosophila menalogaster (Dm). Estos organismos presentan varios de los
genes implicados en EA conservados, asi como muchos de los mecanismos de
sefalizacion celular, lo que permite extrapolar los resultados encontrados en estos
modelos invertebrados a mamiferos. Pese a diferencias en cuanto a la complejidad de
su sistema nervioso, presentan comportamientos complejos. Ademas sus ciclos de
vida cortos y alto numero de progenie, permiten realizar ensayos a gran escala en

tiempos acotados. [112].

1.4.2.1 - Drosophila como modelo de estudio de EA, DFD y DFB.

Drosophila posee un homdlogo de APP (dAPP o APPI) [113] y se ha reportado
que las moscas deficientes en dAPP presentan defectos comportamentales, lo cuales
pueden ser rescatados con APP humano, indicando que la funcién de la proteina esta
conservada. Si bien dAPP posee los dominios caracteristicos conservados con la
proteina APP de vertebrados, la regién correspondiente a AR (dAB) presenta baja
similitud de secuencia con el péptido amiloide humano [113]. Ademas, si bien
Drosophila posee actividad de y-secretasa [114], el homologo de la enzima -

secretasa (dBACE) presenta muy baja actividad enzimatica [115] por lo que
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normalmente no se produce dAf en la mosca. Sin embargo, Carmine y colaboradores
en el 2009 reportaron que la sobre-expresion de dBACE y dAPP resulta en la
produccién de dAB; el cual es capaz de agregarse, generar defectos
comportamentales con el envejecimiento y neurodegeneracion [115]. Estos resultados
sugieren que algunos mecanismos de toxicidad de APP también podrian estar

conservados.

Drosophila posee un homologo de tau (dtau) que presenta un 46% de identidad y
66% de similitud de secuencia con respecto a tau humana [116]. Los estudios
comparativos entre tau humana y dtau mostraron que ambas pueden provocar
disfuncion neuronal, sin embrago presentan ciertas diferencias en cuanto a

propiedades fisicas y capacidad de interaccion con microtubulos [117-119].

En la figura 10 se muestran las proteinas asociadas a EA en un esquema

comparativo entre humanos y Drosophila.
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Figura 10: Esquema ilustrando APP, a- y B-secretasa, los componentes del complejo y-
secretasa y tau en humanos y en Drosophila. En colores se muestran las distintas enzimas y
sus homologos en Drosophila: APP: dAPP, ADAM10: Kusbanian, BACE: dBACE, complejo y
secretasa formado por: APH1, Presenilina, Nicastrina y PEN2. MP, membrana plasmatica.
Adaptado de lijima-Ando e lijima 2010.

En cuanto a los modelos de Drosophila para EA, en 2001 se reportd que tanto la
disminucién de los niveles de dAPP como la sobre-expresion de APP humana genera
disrupcion del transporte axonal [120]. Greeve y colaboradores mostraron que la
sobre-expresion de APP, BACE1 y una mutante de PS1 asociada a la EA en
Drosophila conlleva a la produccion y acumulaciéon de AP asociado a una

neurodegeneracion progresiva con la edad y reduccion de la sobrevida [121]. Otros
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grupos generaron lineas transgénicas que sobre-expresan distintas variantes de A ya
procesado y en la via secretoria [122-124], sistema que permite evaluar directamente
el efecto del péptido amiloide. La sobre-expresion de AR en el ojo de Drosophila
provoco neurodegeneracion evidenciada por la formacion de un tipico “ojo rugoso” (ver
seccion 1.5.1). Ademas, la sobre-expresion de AB en neuronas provocé acumulacion
del péptido con el envejecimiento y reduccion en la sobrevida de las moscas,
acompanados de defectos en la locomocion, pérdida de la memoria, vy
neurodegeneracion [122-125]. Posteriormente, se reportd que la sobre-expresion de
AB en neuronas causa disfuncién sinaptica, defectos en el transporte axonal que

provocan entre otras cosas, deslocalizacion mitocondrial [126-128].

A su vez, se han generado varias lineas transgénicas para tau humana y sus
variantes mutadas. Se reportd que la sobre-expresién de tau humana provoca
disminucién de la sobrevida, neurodegeneracion, defectos en el transporte axonal
(revisado en [129]), sin embargo no se observd formacion de ovillos neurofibrilares
[119]. Shulman y Feany identificaron fosfatasas y quinasas de tau como moduladores
del fenotipo de ojo rugoso, apoyando la nocion de que la hiperfosforilacion juega un rol
critico en la toxicidad de tau [130]. Mas aun, hay varios reportes que muestran que la
co-expresion de tau y AB42 en Drosophila incrementa la fosforilacién de tau y

exacerba el fenotipo neurotoxico [131, 132].

En relacion a DFB y DFD, Drosophila no posee caracterizado ningun gen

homologo de BRI, y no se han descripto modelos para ninguna de estas patologias.

1.5 - Drosophila melanogaster.

En 1908 Thomas Morgan descubrié un macho de ojos blancos en sus stocks. A
partir de este hallazgo, Morgan junto con sus colegas Sturtevant, Bridge y Muller
desarrollaron la teoria de herencia mendeliana y el concepto que los cromosomas
acarrean el material genético. En los afios 1970, Seymour Benzer utilizé a Drosophila
como modelo para estudiar la base genética de distintos comportamientos bioldgicos.
En su laboratorio se aislaron mutantes con fenotipos de locomocién, defectos en la
vision y ritmos circadianos, entre otros. Hoy en dia Drosophila melanogaster se ha
convertido en un excelente modelo animal para estudios desde biologia del desarrollo,

hasta aspectos de fisiologia del sistema nervioso, ensayos de drogas, etc.
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Entre las principales caracteristicas de Drosophila como modelo animal podemos

destacar:

un genoma compacto y secuenciado; que posee ~15000 genes [133] distribuidos

en 4 cromosomas.

e una gran variedad de herramientas genéticas que permiten obtener lineas
transgénicas facilmente, asi como provocar desregulacion génica de manera

espacio-temporal especifica (ver seccion de Materiales y Métodos).

¢ un ciclo de vida corto, que consta de 10-12 dias de desarrollo hasta adulto (figura

11) y adultos que viven ~3 meses (a 25°C), asi como un alto numero de progenie.

¢ una amplia variedad de comportamientos complejos que incluye ritmos circadianos,

suefio, aprendizaje y memoria, cortejo sexual, agresion y vuelo [134, 135].
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Figura 11: Ciclo de desarrollo hasta adulto. El ciclo comienza con la ovipuesta del huevo
fecundado y en alrededor de ~ 24h ocurren los procesos de embriogénesis y eclosion de la
larva en estadio 1. En las siguientes 48 h, la larva muda 2 veces aumentando
considerablemente su tamafio y 2 dias mas adelante, se aleja de la comida dando comienzo al
desarrollo de la pupa. Durante los proximos 4-6 dias la pupa sufre metamorfosis dando origen

al adulto farado que finalmente emerge y puede reiniciar el ciclo reproductivo.
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Se ha visto que alrededor del 70% de los genes relacionados con enfermedades
neurodegenerativas estan conservados en Dm. [136]. Ademas, la falta de redundancia
génica facilita el estudio de los procesos bioldgicos en las moscas. Por ello Drosophila
representa un excelente modelo para estudiar procesos relacionados con

enfermedades neurodegenerativas asi como la buasqueda de interacciones génica

1.5.1 - Drosophila como modelo para busqueda de interacciones génicas.

La gran variedad de herramientas genéticas y el ciclo de vida corto de
Drosophila lo convierten en un modelo ideal para la busqueda de interacciones
génicas, con el fin de identificar cascadas de sefalizacion que conllevan a la

neurodegeneracion.

Uno de los paradigmas ampliamente utilizado en Drosophila para evidenciar
neurotoxicidad/neurodegeneracion es la desorganizacion de la estructura externa del
ojo. Este paradigma permite realizar, de manera rapida, una busqueda de genes
moduladores de la toxicidad. Ejemplo de ello se muestra en la figura 12, donde se
observa que tanto la sobre-expresion de una mutante de tau humana (R406W) como
altos niveles de AB42 generan un fenotipo toxico comunmente llamado “ojo rugoso”.
Estos fenotipos permiten realizar busquedas de interacciones genéticas que modulen
la toxicidad de tau y AR, evidenciado por un mejoramiento o un empeoramiento del

fenotipo de ojo rugoso [137].

Uno de los primeros rastrillajes genéticos que utiliz6 este paradigma fue
realizado por Kazemi-Esfarjani y Benzer en 2000, en busca de moduladores de la
toxicidad provocada por la sobre-expresion en el ojo de Huntingtina mutante (con 127
repeticiones de CAG) [138]. De alli en adelante, se realizaron varios rastrillajes
geneticos asociados a modelos de enfermedades neurodegenerativas, que incluyeron

Huntington, Parkinson, Alzheimer, entre otros (revisado en [139])

En relacion a EA, Shulman y Feany realizaron una busqueda de genes
moduladores de la toxicidad de tau humana en el ojo de Drosophila e identificaron
mayoritariamente quinasas y fosfatasas relacionadas a las fosforilaciones patogénicas
de tau [130]. Por su parte, Cao y colaboradores realizaron una busqueda de
interacciones génicas con AB42 y encontraron varios genes moduladores relacionados
con los procesos de secrecién, homeostasis del colesterol, regulacién de la cromatina

y respuesta inmune innata [140, 141].

26



Introduccion

toxicidad

ojo rugoso, ESEM

(LU

Tau (R406W)

AB42

Supresores <— 0jo rugoso — Potenciadores

Figura 12: Fenotipo de “ojo rugoso” utilizado en rastrillajes genéticos La sobre-expresion
de tau mutante (R406W) y de altos niveles de AB42 genera un fenotipo de “ojo rugoso”, que
puede ser modulado. En el panel superior, se muestra la estructura externa del ojo por
microscopia electronica de barrido y en el panel del medio e inferior se muestran las

micrografias obtenidas por luz transmitida. Tomada de Prubing, Mol. Neurodeg. 2013.

Ademas de los rastrillajes genéticos en el ojo, hay otros paradigmas que pueden
ser utilizados para busqueda de moduladores de neurodegeneracién, como la
locomocién, el vuelo, la longevidad, entre otros [139]. Por ejemplo, Rival y
colaboradores realizaron una busqueda de genes moduladores AB42 en base al
fenotipo de longevidad reducida provocado por su sobre-expresion pan-neuronal y

encontraron mayoritariamente genes involucrados en procesos de control de estrés
oxidativo [142].

Es asi que la utilizacion de Drosophila permite la busqueda a gran escala de
interacciones genéticas, que puedan llevar a la mejor compresion de los mecanismos

involucrados en ciertos aspectos de las patologias humanas.
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Hipotesis y Objetivos

Hipétesis de trabajo.

La acumulacién de los péptidos amiloides en areas especificas del cerebro es un
factor importante pero no suficiente para el desarrollo de las demencias, debiendo
existir factores de vulnerabilidad neuronal relacionados con el envejecimiento cerebral

que promuevan la toxicidad.

Los péptidos amiloides AB42, ABri y ADan comparten mecanismos neurotoxicos
similares, pero existen diferencias intrinsecas que resultan en una vulnerabilidad

neuronal diferencial.

Objetivo General

Desarrollar un modelo animal para estudiar la toxicidad de péptidos amiloides y

la vulnerabilidad neuronal selectiva.

Objetivos Especificos
1) Caracterizar y comparar el efecto téxico provocado por la sobre-expresion de
péptidos amiloides asociados a la EA, DFB y DFD.

2) Analizar la vulnerabilidad neuronal frente a los distintos péptidos amiloides

asociados al envejecimiento.

3) Realizar una busqueda de genes moduladores de la toxicidad de Ap42 en el
SNC.
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Materiales y Métodos

3.1 - Drosophila como modelo animal de estudio.

3.1.1 - Disefio de las construcciones y generacion de lineas transgénicas.

Con el objetivo de expresar los péptidos amiloides humanos, AB42, ABri y ADan
y el péptido control Bri,-23 directamente en la via secretoria, se procedié a generar
construcciones con una secuencia sefial de secrecion fusionada a la secuencia de los
péptidos amiloides y control. Para ello en la literatura habia 2 antecedentes de lineas
de mosca que sobre-expresan AB en la via secretoria; Crowther y colaboradores
utilizaron la secuencia sefial de la proteina Necrotic (nec) de Drosophila:
MASKVSILLLLTVHLLAAQ TFAQ [122], mientras que Finelli y colaboradores utilizaron
la secuencia sefal de la proteina pre-pro-encefalina de rata:
MAQFLRLCIWLLALGSCLLATVQA [123]. En base a las predicciones de corte
obtenidas con el programa Signal P (ExPasy), se decidié utilizar la secuencia nec dado
que presentd mayor probabilidad de corte entre la secuencia sefial y las de Bri,-23,
ABri y ADan y, a su vez, la pre-pro encefalina no cuenta con un ortélogo en
Drosophila. Es asi que se generaron las construcciones de fusion nec-péptidos v,
ademas, se generaron construcciones de fusidon conteniendo la secuencia nec y 6
Histidinas (6His) en el amino-terminal de cada péptido con el objetivo de poder
comparar por Western blot los niveles de acumulacion de los 4 péptidos usando un

mismo anticuerpo.

A partir del pOT Nec (GH10112) se amplific6 el ADN copia (ADNc) de la
secuencia sefial de secrecion nec. Se utilizaron los siguientes pares de cebadores
para nec: Br_F1b y Br_R4 y para generar el nec-His: Br_F1b y Br_R1 (tabla 1). Los
ADNc de Bri,-23, ABri and ADan se obtuvieron por PCR a partir de templados del
precursor BRI, mutado. Se usaron los siguientes pares de cebadores para Bri,.23, ABri
y ADan: Br_F3 (comun para los 3) y Br_R2, Br_R3 y Br_R5, respectivamente y para
las construcciones con tag de His: se utilizaron Br_F2 (comun para los 3) y Br_R2,
Br_R3 y Br_R5, respectivamente. El ADNc de AB42 humano fue amplificado del
fragmento ABPP-CT99 clonado en el pGEX, utilizando los cebadores F_AB42 y
R_AB42 y para la version con tag de His F_HIS-AB42 y R_AB42. En la tabla 1 se
muestra la secuencia de los cebadores utilizados y la estrategia general para obtener

las construcciones de fusion.
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Tabla 1: Secuencia de los cebadores utilizados para generar las construcciones, moldes

y productos finales

Molde Secuencia de cebadores Productos

pOT Nec Sentido:Br_F1b: 5-ATA CGA ATT CAT GGC GAG CAA AG-3’

(GH10112). Anti sentido: Br_R4: 5-CAA TTG CTG GCT TCC TGG GCG AAG GTC TG-3. nec
His-anti sentido: Br_R1: 5-TCG TGG TGG TGG TGA TGA TGC TGG GCG nec-HIS
AAG GTC-3.

Moldes Sentido: Br_F3: 5-CAG ACC TTC GCC CAG GAA GCC AGC AAT TG-3".

g‘e”g'gltes His-sentido: Br_F2: 5-CAT CAT CAC CAC CAC CAC GAA GCC AGC AAT Bri;-23

> TGT-3. ,
HIS-Bri, -

Anti sentido: Br_R2: 5-GAT TCT CGA GTC AAG AAC AAA TTA AAG-3'. 23

Moldes Sentido: Br_F3: 5-CAG ACC TTC GCC CAG GAA GCC AGC AAT TG-3".

z‘e“g’glt:s His-sentido: Br_F2: 5-CAT CAT CAC CAC CAC CAC GAA GCC AGC AAT ABri

(ABri). TGT-3. HIS-ABri
Anti sentido: Br_R3: 5-GAT TCT CGA GTT AAT TTT CCT CAA TAA TG-3'

Moldes Sentido: Br_F3: 5-CAG ACC TTC GCC CAG GAA GCC AGC AAT TG-3".

;"e”f;;ltzes His-sentido: Br_F2: 5-CAT CAT CAC CAC CAC CAC GAA GCC AGC AAT ADan

(ADan). TGT-3. HIS-ADan
Anti sentido: Br_R5: GAT TCT CGA GTC AAT AAT GTT TTT CTT GAC TGT-3

pGEX. Sentido:F-AB42: 5'-CAG-ACC-TTC-GCC-CAG-GAT-GCA-G -3’

APP-CT99. His-sentido: F-HIS AB42: 5-CAT-CAT-CAC-CAC-CAC-CAC-GAT-G -3’ AB42.
Anti sentido R-AB42: 5'- GAT TCT CGA GTC ACG CTA TGA CAA CAC-3’ HIS-AB42.

pOTNec, plasmido comercial con la secuencia del péptido Necrotic. pGEX, vector de expresion

que contiene la secuencia APP.

Para generar las construcciones completas, es decir nec-péptidos y nec-His-

péptidos, se realizd6 una segunda ronda de PCR combinando los productos

previamente obtenidos y utilizando los siguientes pares de cebadores.

Producto de la 1er PCR. Cebadores. Construcciones finales.
nec + Bri,-23 Br_F1b y Br_R2 nec-Bri-23

nec-HIS + HIS- BRI,-23 Br_F1by Br_R2 nec-HIS-Bri,-23

nec + ABri Br_F1b y Br_R3 nec-ABri

nec-HIS +HIS- ABri Br_F1b y Br_R3 nec-HIS-ABri

nec + ADan Br_F1by Br_R5 nec-ADan

nec-HIS + HIS-ADan Br_F1b y Br_R5 nec-HIS-ADan

nec + ABR42. Br_F1b y R-AB42 nec-Ap42.

nec-HIS + HIS-AB42. Br_F1b y R-AB42 nec-HIS-AB42.
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Estas construcciones fueron posteriormente clonadas en el vector de expresion
pUAST-attB, utilizando los sitios EcoR1 y Xho1.

Bischof y colaboradores reportaron una coleccion de lineas aceptoras, que
permiten la insercién del vector pUAST-attB en sitios especificos del genoma, como se
muestra en la figura 13 A y B [143]. Esto es posible porque las lineas aceptoras
cuentan con un sitio attP y el gen de la enzima recombinasa del fago Phi C 31 insertos
en el genoma. Es asi que mediante el sistema de ¢-recombinasa los vectores se
integran en un sitio especifico del genoma (dado por la ubicaciéon del attP), generando
sitios nuevos que no pueden ser reconocidos por la recombinasa tal que se evita la

posible escision del plasmido (Figura 13 C).

La estrategia de insercion sitio-dirigida permite asegurar niveles de expresion
comparables entre los transgenes y evitar posibles efectos de posicién dados por la

insercion al azar del plasmido en el genoma.
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Figura 13: Integracion mediada por phi-C31 en sitios attP targets. A, Disefio de la
construccion aceptora pM {3xP3-RFPattP}, que incluye el sitio aceptor attP, el casete entre los
sitios loxP contiene; marcador fluorescente con la regién 3 UTR de tubulina 1 bajo el promotor
3xP3. B, Diagrama de los 4 cromosomas indicando los sitios que contienen las construccion
aceptora ZH-attP. Se establecieron lineas aceptoras para cada uno de los sitios sefialados. C,
Esquema de integracion del vector pUAST-attB en los sitios aceptores attP. Los vectores
pUAST-attB contienen un casete UAS-MCS-SV40 tal que permite clonar el transgen de interés
rio debajo de la secuencia UAS y un marcador fenotipico dado por el gen white, que
proporciona color de ojo rojo, entre otras cosas. La recombinacién mediada por phi-C31 en los
sitios attB y attP generan 2 sitios nuevos hibridos, attL y attR, que no son reconocidos por la
recombinasa. RFP, proteina roja fluorescente; UAS, (upstream activating sequence); MCS, sitio
multiple de clonado. Figura tomada de Bischof et al., PNAS, 2007.
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Una vez obtenidos los vectores (pUAST-attB) con las construcciones clonadas,

estos fueron secuenciados para corroborar la correcta insercion de las secuencias

completas.

Luego, se procedié a microinyectar embriones de moscas y se recuperaron

aquellos adultos en los cuales potencialmente ocurrié el evento de recombinacion en

el linaje germinal. Los individuos transgénicos se identificaron en la F1 por un

marcador fenotipico de color de ojo. La estrategia se describe en la figura 14.

Linea aceptora

pUAST-atiB

( white"+ transgen)

white ~/white ~
¥ Sincicio
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white /white” | white /white
F1

Mosca transgénica

white

Figura 14: Esquema de transgénesis en
Drosophila. Se parte de una linea aceptora
de color de ojo blanco (white 7). EI pUAST-
attB, que contiene inserto el transgen de
interés y un marcador fenotipico (gen white®),
es inyectado en embriones de la linea
aceptora en estadios tempranos del desarrollo
donde ocurren multiples divisiones nucleares
sin celularizacion (sincicio). Para obtener
moscas transgénicas, la recombinacion debe
ocurrir en las células ubicadas en el polo
posterior del embrién (negro), que dan origen
al linaje germinal. Los adultos que provienen
de embriones inyectados son potenciales
portadores de gametas transgénicas y al
cruzarlos con moscas de color de ojo blanco,
el evento de recombinacion se identifica en la
F1 por medio del marcador fenotipico que da
color de ojo rojo (gen white’) a las moscas
transgénicas. Adaptado de Venken y Bellen.

Development. Rev. 2007.

Se eligid la linea receptora ®X-86Fb (y w M {eGFP.vas-int.Dm}ZH-2A; +;

M{RFP.attP}ZH-86Fb; +) para obtener las moscas transgénicas dado que esta linea

reportd niveles medios de expresion [143].

Tanto las construcciones de los plasmidos como la obtencién de las lineas

transgénicas fueron realizadas por la Dra. Amaranta Avendafo, durante su estadia

post-doctoral en el laboratorio (2009-2011).
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3.1.2 - Cria y mantenimiento de las lineas.

Las distintas lineas de Drosophila se mantuvieron en viales con alimento
preparado a base de polenta, agar, sacarosa, levadura, nipagin y acido propionico. Al
momento de amplificar las lineas se utilizaron botellas de 250 ml con el mismo

alimento, dada su mayor capacidad.

Para seleccionar los individuos, éstos se anestesiaron utilizando CO, y fueron
observados bajo lupa sobre una plataforma porosa con un flujo continuo de CO,. En
todos los casos se procuré minimizar el tiempo de exposiciéon al CO,, debido a que se
ha reportado que este gas causa defectos en la fisiologia y comportamiento de las

moscas [144].

Para realizar los cruzamientos, unos dias antes se recolectaron moscas virgenes
del genotipo deseado. Esto es imprescindible dado que las hembras cuentan con una
espermateca que almacena esperma, y de no ser virgenes, seria muy dificil
determinar con precision el genotipo de la descendencia. Posteriormente, se colocaron
los individuos ~ 4-5 hembras virgenes y 2-3 machos en los viales (a los que se les
agrega una punta de espatula de levadura hidratada para optimizar la ovipuesta)
permitiendo asi la cruza entre los genotipos deseados. Todos los cruzamientos fueron
realizados a 25°C o 28°C, segun sea indicado, en incubadoras modelo |-30BLL

(Percival) que permiten controlar la temperatura, humedad y ciclos de luz/oscuridad.

3.1.3 - Cromosomas balanceadores.

La utilizacion de cromosomas balanceadores permite mantener lineas mutantes
que son letales en homocigosis y facilitar la combinacion de distintos
transgenes/mutaciones. Los cromosomas balanceadores estan compuestos de
multiples inversiones y translocaciones, lo que impide el entrecruzamiento entre
cromatidas hermanas. Ademas, poseen mutaciones dominantes asociadas a
marcadores fenotipicos o marcadores moleculares (genes de proteinas fluorescentes,
GFP y RFP, o Lac Z) que resultan sumamente utiles para el analisis de segregacion
de la progenie y la identificacion de los genotipos deseados. Estos cromosomas
también poseen mutaciones letales recesivas que impiden la generacion de individuos

homocigotas para los balanceadores en la progenie.

En esta tesis se utilizaron los cromosomas balanceadores CyO (pertenece al
cromosoma |l asociado al marcador fenotipico de alas curvas) y el TM3 (pertenece al

cromosoma lll, asociado al marcador fenotipico de quetas cortas). En particular, se
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utilizé la linea dBw (doble balanceador en fondo genético w1''®

), que posee los
balanceadores CyO y TM3 como complemento cromosémico de una fusion entre el
segundo y tercer cromosoma denominada ES. Esta fusion no es un balanceador ya

que no impide la recombinacion en algunas regiones de los cromosomas Il y Ill.

3.1.4 - Sistema bipartito de expresion: GAL4/UAS.

Una de las herramientas mas utilizadas en Drosophila es el sistema binario
GAL4/UAS. Este sistema heterdlogo (proveniente de levaduras) permite la expresion
de un gen de interés de manera tejido y tiempo especifico. Se basa en la afinidad del
factor de transcripcion GAL4 por la secuencia UAS (Upstream Activating Sequence)
[145]. Entonces, la expresion de un gen en un tejido dado se logra mediante la
combinacion de 2 lineas transgénicas, una que posee la construccion del promotor
tejido-especifico que dirige la expresion de GAL4 y otra con la secuencia del gen de
interés rio abajo de la secuencia regulatoria UAS; solo aquellos individuos de la
progenie que posean ambos elementos expresaran el gen de interés en el tejido

deseado (Figura 15).
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Promotor GAL4
-= ARN mensajero
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Figura 15: Sistema GAL4/UAS. Esquema del funcionamiento del sistema GAL4/UAS. A partir
de 2 lineas transgénicas, una portando una construccion del promotor particular que dirige la
expresion del GAL4 y otra, con la secuencia UAS rio arriba del gen de interés, se cruzany en la
progenie (F1) se expresa el gen de interés en el patrén espacial y temporal del promotor

elegido.
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Existen grandes colecciones de lineas promotoras GAL4 (Bloomington Stock

Center) y lineas UAS que permiten la sobre-expresion de un gen de interés o que

dirigen la expresién de ARN de interferencia, para disminuir la expresién de una

proteina dada por degradacion del ARN mensajero. (VRDC, Bloomington Stock Center

y Kyoto Stock Center).

3.1.5 - Lineas utilizadas.

Linea

Genotipo

Procedencia

w (1495)

GMR-GAL4 (1104)

elav-GAL4C™*®

(458)

pdf-GAL4 (6900)

UAS- Bri,-23

UAS-HisBri,-23

UAS-AB42

UAS-HisAp42

UAS-ABri

UAS-HisABri

UAS-ADan

UAS-HisADan

UAS-AB42 Hj2.12

UAS-XBP1-GFP

y[1] w1]

w[*]; P{w[+mC]=GAL4-ninaE.GMR}12

P{w[+mW.hs]=GawB}elav[C155]

y[1] w[*]; P{w[+mC]=Pdf-GAL4.P2.4}2

w; +; M{RFP, UAS-Bri,-23}ZH-86Fb/TM3

w; +; M{RFP, UAS-HisBri,-23}ZH-86Fb/TM3

w; +; M{RFP, UAS-A342}ZH-86Fb/TM3

w; +; M{RFP, UAS- HisAB42}ZH-86Fb/TM3

w; +; M{RFP, UAS-ABri}ZH-86Fb/TM3

w; +; M{RFP, UAS-HisABri}ZH-86Fb/TM3

w; +; M{RFP, UAS-ADan}ZH-86Fb/TM3

w; +; M{RFP, UAS-HisADan}ZH-86Fb/TM3

yw; UAS- AB42 Hj2.12/CyO ; +

yw; UAS-XBP1-GFP/CyO; +

Bloomington Stock
Center

Bloomington Stock
Center

Bloomington Stock
Center

Bloomington Stock
Center

Generadas en el
laboratorio

Generadas en el
laboratorio

Generadas en el
laboratorio

Generadas en el
laboratorio

Generadas en el
laboratorio

Generadas en el
laboratorio

Generadas en el
laboratorio

Generadas en el
laboratorio

Cedida por Dr. Mary
Konsolaki

Cedida por Dr.Ryoo y
Dr. Steller
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3.2 - Biologia molecular.

3.2.1 - Genotipificacion de las lineas transgénicas.

3.2.1.1 - Extraccion de ADN.

Se homogeneizaron 30 cabezas de moscas en 400 ul de Buffer A (Tris-HCI 100
mM pH 7,5, EDTA 100 mM, NaCl 100 mM, SDS 0,5%) en un tubo eppendorf de 1,5ml
y se incubo a 65°C por 30 min. Luego, se agregaron 800 pl de una solucién de KOAc 5
M: LiCl 6 M (1:2,5) y se mantuvo en hielo 10 min. Tras centrifugar a 14.000 rpm
durante 15 min, se transfirié el sobrenadante (SN) a un tubo eppendorf nuevo y se le
adicionaron 700 pl de isopropanol. Tras centrifugar a 14.000 rpm durante 15 min, se
descartdé el SN y se lavd el pellet con etanol 70% frio. Finalmente tras centrifugar
nuevamente, el pellet se resuspendid en agua destilada estéril. La concentracion de
ADN se cuantific6 mediante Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific
Walthman, MA).

3.2.1.2 - Protocolo de Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Para amplificar los insertos correspondiente a las versiones de los péptidos con y
sin tag de His, se utilizaron los siguientes pares de cebadores: Br_F1b y Br_R2 para
Bri,-23 y HisBrix-23, Br_F1b y Br_R3 para ABri y HisABri, Br_F1b y Br_R5 para ADan
y HisADan y Br_F1b y R-ApB42 para AB42 y HisAB42. El programa de PCR consisti¢
en: un ciclo de 10 min de 95°C; 40 ciclos de 95°C 1min, 56°C 30 seg y 72°C 3 seg; un
ciclo de 10 min a 72°C. Se utilizo la polimerasa KAPA Taq (Kapa Biosystems, Woburn,
MA) vy el ciclador Bio-Rad cycler (Bio-Rad, Hercules, CA). Los productos de PCR se
resolvieron en un gel de agarosa 2% en TBE (Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM).

3.2.2. - Cuantificacion de ARN mensajeros.

3.2.2.1 - Extraccion de ARN mensajero.

Para cada experimento, se colectaron de 30-40 cabezas de moscas de la edad y
genotipo estipulado, las cuales fueron colocadas en tubos eppendorf de 1,5 ml con
600 pl de Trizol (Invitrogen Carlsbad, USA) y procesadas mecanicamente. Se incubd 5
min a temperatura ambiente (TA) y luego se agregaron 200 pl de cloroformo. Se agito
por inversion y posteriormente, se centrifugd durante 10 min a 12.000 rpm a 4°C para

lograr separar las fases. Se transfirid la fase acuosa (~350 pl) a un tubo eppendorf
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nuevo y se le agrego 500 pl de isopropanol. Tras incubar 10 min a TA, se centrifugo
nuevamente 10 min a 12.000 rpm a 4°C y descart6 el SN. Se lavo el pellet con 150 ul
de etanol 70% y luego se resuspendidé en agua destilada estéril. Las muestras de ARN
se guardaron a -80°C para evitar su degradacion. La concentracion de ARN se
cuantific6 mediante Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific Walthman,
MA).

3.2.2.2 - Obtenciéon de ADNc (Retrotranscripcion, RT).

Se realizd la reaccion de retrotranscripcion a partir de 2,5 yg de ARN.
Previamente se trataron las muestras con DNAsa | (Promega Madison, WI) siguiendo
el protocolo de los fabricantes. Luego se realizo la retrotranscripcion agregando 1 ul de

Superscript Il system (Invitrogen, Carlsbad, USA) para cada reaccién con oligo(dT).

3.2.2.3 - PCR en Tiempo Real.

Las reacciones se realizaron usando KAPA SYBR* FAST qPCR Master Mix (2x)
de KAPA BIOSYSTEMS (Woburn, MA) siguiendo las instrucciones de los fabricantes.
Para correr las reacciones de amplificacion se utilizd el Mx3005P Cycler (Stratagene,
Santa Clara, CA) y los datos fueron posteriormente analizados con el software
MxPRO-Mx3005P.

Para cuantificar los ARN mensajeros de Bri,-23, ABri and ADan se utilizaron los
cebadores sentido nec: 5°-ATA CGA ATT CAT GGC GAG CAA AG-3' y anti-sentido 5'-
GTT TCCACG GCA AAT TTG TT-3' (dado que los 3 comparten la secuencia C-
terminal de Bri»-23). Tubulina se utilizé como normalizador, empleando los cebadores
sentido tubulina: 5’-GCC TGA ACA TAG CGG TGA AC-3' y anti sentido tubulina 5'-
ATC CCC AAC AAC GTG AAG AC-3'.

3.2.3 - Electroforesis en SDS-PAGE y Western blot.

3.2.3.1 - Extraccion de proteinas.

Se homogeneizaron con taladro 50-200 cabezas de moscas adultas en buffer
RIPA (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, deoxicolato de sodio 0,5%Triton X-100
1%), 1 yl/ cabeza y se le agregd al momento de usar SDS 1% e inhibidores de
proteasas y fosfatasas (EDTA 5 mM, EGTA 5 mM, leupeptina 5 ug/ml, aprotinina 10
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pg/ml, pepstatina 1 pg/ml, fluoruro de sodio 50 mM y ortovanadato de sodio 5 mM).
Luego, se sonicaron las muestras (30% de amplitud, con tip fino durante 10 seg, 5
veces, con intervalos de 20 seg en hielo), se dejaron reposar 30 min en hielo y luego
de centrifugar a 14.000 rpm por 1 h a 4°C, se separé el sobrenadante, lo que
corresponde a la faccion soluble en RIPA. En los casos indicados, los pellets
remanentes fueron homogeneizados en acido formico 90-100%. Tras centrifugar, se
transfirio el SN a tubos eppendorf nuevos y evaporé en Speed Vac (Savant, SC100).
El pellet fue resuspendido en buffer Laemmli (Tris/HCI 60 mM pH 6,8 SDS 2%, glicerol
10%, B mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0,01%) obteniendo asi extractos de la

fraccion insoluble en RIPA.

3.2.3.2 - Corrida electroforética en condiciones desnaturalizantes y Western blots.

Las muestras fueron hervidas en buffer Laemmli con DTT 100 mM y resueltas en
geles de poliacrilamida (BioRad) al 7,5-15% segun se indique. Los geles fueron
preparados en buffer Tris/HCI 3 M, SDS 0,3% pH 8,43 con glicerol 10,6% (v/v)
persulfato de amonio 0,1% (p/v) y TEMED 0,05% (p/v). La electroforesis fue realizada
con buffer catodo (Tris/HCI 0,1 M, Tricina 0,1 M, SDS 1% pH 8,3) y buffer anodo (Tris
0,2 M pH 8,9) a 80 V constantes. Las proteinas fueron transferidas a membradas de
difluoro polivinilideno (PVDF, GE Bioscience) a 100V-400 mA constantes por 2 h,
utilizando el buffer de transferencia Tris 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, metanol 20%.
Para verificar la transferencia, las membranas fueron tefidas con la solucién de Rojo
Ponceau (rojo ponceau 0,1% en acido acético 5% en agua). Luego, se bloquearon con
leche descremada 5% en PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NaHPO 10 mM, KHHPO 2
mM, pH 7,4) con Tween 0,1% (PBS-T 0,1%) 1h a T.A. Posteriormente, se incubaron
con el anticuerpo primario correspondiente en PBS-T 0,1%, leche 0,5% toda la noche
a 4°C. Tras lavar 4x15 min con PBS-T 0,1%, se incubaron con el anticuerpo
secundario correspondiente en PBS-T 0,1% leche 0,5% por 2 h a TA. Tras lavar 4x15
min con PBS-T 0,1% se procedio a revelar con ECL plus (Pierce) y a visualizar con el
Storm 840 (GE Healthcare).

Las cuantificaciones de las intensidades de las bandas se realizaron utilizando el

programa ImageQuant 5.1 software.

3.3 - Péptidos sintéticos.

-AB1-42 sintético fue obtenido del American Peptide Co.
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-ABri y ADan sintéticos fueron gentilmente cedido por el Dr. Jorge Ghiso, de la

Universidad de Nueva York.
3.4 - Ensayos de ELISA para Ap42.

Para el ensayo de ELISA se partié de 5-10 cabezas de moscas homogeneizadas
en 50 pl de Buffer Tris-HCI 50 mM, pH 8 conteniendo guanidina 5M e inhibidores de
proteasas. Luego de centrifugar a 10.000 rpm, el sobrenadante fue colectado en un
tubo eppendorf. La concentracion de AB42 fue determinada a partir de una dilucién
1/50 del SN usando el kit comercial AB42 human ELISA kit (Invitrogen Frederick, MD).
Dichos valores fueron relativizados a la concentracién de proteinas totales en las

muestras medidas por Kit de BCA (Thermo Scientific, Rockford, IL).

3.5 - Toxicidad en el ojo.

Las moscas que sobre-expresan 1-2 copias de los péptidos en el ojo (GMR-
GAL4) fueron criadas a 25°C o 28°C y analizadas bajo el microscopio 6ptico con luz
transmitida (microscopio OLYMPUS Bx60) y por microscopia electronica de barrido
ambiental (ESEM). Para realizar ESEM, se usé un microscopio XL30 (Philips) a 20.0
kV 'y 0.9 Torr en modo auxiliar. Esta técnica no requiere de recubrimiento con metal del
tejido. Se obtuvieron por lo menos 10 fotos de individuos de cada genotipo y se
cuantificd el numero total de omatidias, de omatidias fusionadas y de quetas en un
area dada. Los analisis fueron hechos por el método de doble ciego y utilizando el

programa Image J para visualizar las imagenes.
3.6 - Histologia e Inmunohistoquimica.

3.6.1 - Armado del taco de parafina.

Para realizar los cortes de cerebros de moscas, las cabezas fueron fijadas en
solucién de Carnoy (etanol 60%, cloroformo 30%, acido acético 10%) a 4°C toda la
noche. Posteriormente, fueron deshidratadas con diluciones crecientes de etanol en
agua (2x 70%, 2x 96%, 2x 100%). Luego, las muestras fueron tratadas 30 min con
butanol: etanol (1:1), butanol: tolueno (1:1), tolueno y finalmente butanol: parafina (1:1)
30 min a 65°C. Luego de 2 incubaciones en parafina fresca a 65°C (1 h cada una), se
armo el taco de parafina acomodando las cabezas bajo lupa y posteriormente, se

cortaron en secciones frontales de 8 ym con un micrétomo Microm HM 325.
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3.6.2 — Desparafinizacion.

Previo a realizar las tinciones e inmunohistoquimicas, se removio la parafina de
los cortes. Para ello se realizaron 3 lavados de 7 min c/u con xilol, bajo campana.
Luego, se procedié a rehidratar los tejidos, con pasajes de 5 min por soluciones de
etanol en concentraciones decrecientes: 100%, 96%, 90%, 80%, 70% y por ultimo

agua pura.

3.6.3 - Tinciéon con Hematoxilina/Eosina y cuantificacion de la toxicidad tisular.

Una vez removida la parafina, se incubaron los cortes con hematoxilina en
recipientes de “Coplin” por 1 min, luego se enjuagé con agua corriente e incubd con
eosina por 15 seg. Tras una serie de pasajes por etanol 70% 96%,100 % vy xilol, se
procedi6 a montar los cortes con Balsamo de Canada. Las imagenes fueron
capturadas con un microscopio OLYMPUS Bx60 y visualizadas con el programa Image

Pro Plus (Media Cybernetics).

Para cuantificar el area de tejido perdida se analiz6 la cantidad y tamafio de las
vacuolas presentes. Se considerd vacuola a aquella mayor a 3 ym de diametro [146] y
el porcentaje de tejido perdido se calculd dividiendo el total de area perdida sobre el
area de la region de cerebro analizada. Se utilizé el software Image J para visualizar y

contabilizar la imagenes. Al menos 8 cerebros de cada genotipo fueron analizados.

3.6.4 — Inmunohistoquimica.

Una vez removida la parafina, se realizé un tratamiento de recuperacion de
antigeno el cual consistié en incubar los cortes en buffer citrato (citrato de sodio 10
mM, Tween 20 0.05%, pH 6.0), durante 30 min a 92°C. Luego de lavar con agua, se
permeabilizaron los tejidos con PBS-T 0,3% por 20 min y enjuagd con PBS. Se
inactivaron las peroxidasas endogenas del tejido mediante la incubacién con agua
oxigenada 0,3% en metanol durante 30 min a TA. Se lavé con agua corriente y
procediod a bloquear con suero normal de burro o cabra 10% en PBS-T 0,3% por 1 h.
Luego se incubaron los tejidos con los anticuerpos primarios en PBS-T 0,3%, suero
normal de burro o cabra 10%. Transcurrido el tiempo, se realizaron 5 lavados de 5 min
con PBS-T 0,05% y se agregaron los anticuerpos secundarios conjugados a biotina en
PBS-Tween 0,3% suero normal de burro o cabra 10% por 1 h. Luego de 5 lavados de
5 min, se incubaron los cortes con estreptavidina peroxidasa en PBS-Tween 0,3% en

suero normal de burro o cabra 10% por 1h. Finalmente, tras 5 lavados de 5 min, se
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procediod a revelar con diaminobencidina (DAB). Se preparo la solucion de trabajo de
DAB (DAB 0,05%, peroxido de hidrogeno 0,01%) y en algunos casos se agregd niquel
para aumentar la sefal. Los cortes se incubaron con la solucién de DAB por no mas
de 8 min para evitar saturacion y se freno la reaccion enjuagando con agua destilada.
En los casos indicados se realizaron contra-tinciones con hematoxilina (60 seg de
incubacioén). Por ultimo, para montar los preparados, se deshidrataron los tejidos
incubando los mismos con concentraciones crecientes de etanol (70%, 80%, 96%,
100%) y con 2 pasajes por xilol y finalmente, fueron montados con Balsamo de

Canada.

3.6.5 - Tincién con Tioflavina S.

Para la deteccion de fibras amiloides en los cortes de tejido primero se removio
la parafina (descripto en la seccion anterior) y luego, se los incub6 con una solucién de
Tioflavina S 1% en etanol 50% (Sigma St. Louis, MO) por 20 min. Se lavo 3 veces con
etanol 50%, posteriormente con PBS y los cortes fueron montados con Mowiol
(Sigma). Las tinciones se visualizaron con un microscopio Confocal (Carl Zeiss
LSM510).

3.6.6 - Inmunofluorescencia del disco imaginal de ojo en larva 3 tardia.

Las larvas 3 fueron removidas de los viales con pincel humedecido en PBS y
colocadas sobre placas de SYLGARD 184 (Dow Corning). Bajo lupa, se procedi6 a
remover los discos imaginales de ojo y antena, utilizando pinzas de disecciéon n°5
(Dumont) y colocarlos en una solucién fijadora de paraformaldehido (PFA) 4% en
buffer fosfato (PB) 0,1M durante 30 min a TA. Luego de enjuagar los discos con PBS
para remover el excedente de fijador, se los bloqued durante 1 h con suero normal de
cabra 10% en PBS-Triton 0,1%. Posteriormente, se los incubd con los anticuerpos
primarios especificos diluidos en PBS-Triton 0,1% con suero normal 10% segun
corresponda, a 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se realizaron 5 lavados de
5 min, se agregaron los anticuerpos secundarios marcados con Cy2 y Cy5 diluidos en
PBS-Triton 0,1% con suero normal 10% e incubaron durante 2 h a TA. Luego de 5
lavados de 5 min, los discos fueron montados sobre portaobjetos en una solucién de
glicerol 80% en PBS y posteriormente sellados con un cubreobjetos remarcado con
esmalte para ufias. Las imagenes fueron obtenidas con el microscopio Confocal Carl
Zeiss Meta 510 (Carl Zeiss, Thornwood, NJ).
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3.6.7 - Inmunofluorescencia en cerebros de moscas adultas.

Las moscas fueron decapitadas utilizando pinzas de diseccion n°5 (Dumont) bajo
una lupa (Leica CLS 100X) y las cabezas fueron colocadas en la solucion de fijacion
(PFA 4%, PB 0,1M) durante 40 min a TA. Luego, las mismas fueron enjuagadas con
PBS-Triton 0,1% y disecadas sobre placas de SYLGARD 184 (Dow Corning) bajo
lupa. Los cerebros obtenidos fueron colocados en tubos eppendorf de 1,5 ml y para
eliminar los restos de fijador se realizaron 3-5 lavados de 10 min en PBS-Triton 0,1% a
TA. Luego de bloquearse durante 1h con suero normal de cabra 10% en PBS-Triton
0,1%, se los incubo con los anticuerpos primarios especificos diluidos en PBS-Tritén
0,1% con suero normal 10% segun corresponda, a 4°C durante toda la noche. Al dia
siguiente, se realizaron 5 lavados de 5 min, se agregaron los anticuerpos secundarios
diluidos PBS-Triton 0,1% con suero normal 10% e incubaron durante 2 h a TA. Luego
de 5 lavados de 5 min, los cerebros fueron montados en portaobjetos en una solucion
de glicerol 80% en PBS y posteriormente sellados con un cubreobjetos enmarcado con
esmalte para ufas. Las imagenes fueron obtenidas con el microscopio Confocal Carl
Zeiss Meta 510 (Carl Zeiss, Thornwood, NJ).

3.7 - Anticuerpos.

3.7.1 - Anticuerpos primarios.

Nombre Origen Epitope Aplicacion Dilucién
Anti-AB 6E10, Signet Monoclonal, en  Western blot 1/1000
e Inmunohistoquimica  1/100
Anti-ABri Cedido por Dr.  Policlonal, en Western blot 1/1000
Vidal conejo Inmunohistoquimica ~ 1/100 del suero
purificado.
Anti-ADan Cedido por Dr.  Policlonal, en Western blot 1/1000
YeE CElRIE Inmunohistoquimica  1/100 del suero
purificado.
Anti-His Abcam, Monoclonal, en  Western blot 1/500
Cambridge, ratén
MA
Anti-His Qiagen, Monoclonal, en ~ Western blot 1/500
Valencia raton
Anti-BRP nc82, DSHB Monoclonal, en Western blot 1/100

ratén
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Anti-ELAV DSHB Monoclonal, en Inmunofluorescencia 1/10
ratén

Anti-GFP Sigma Policlonal, en Inmunofluorescencia  1/500
conejo

Anti-PDF Lab. Dra. Policlonal, en Inmunofluorescencia  1/500
Ceriani. * rata

*, (Depetris Chauvin et al., 2011), DSHB, Developmental Studies Hybridoma Bank.

Para obtener los sueros purificados de ABri y ADan se realizé el siguiente
procedimiento. Se incubaron 500 ul del suero con 10 pl de proteina A sefarosa en
buffer Tris 100 mM, Nacl 0,135 M pH 8 (con agitacion) toda la noche. Tras centrifugar
2 min a 3.000 rpm a TA, se descart6 el SN y se realizaron lavados, 3 veces con Tris
100 mM pH 8 y 3 veces con Tris 10 mM pH 8. Luego, se agregaron 45 ul de glicina
100 mM pH 3 y se mantuvo en agitacion por 20 min a TA. Tras centrifugar 1 min a
3.000 rpm, se transfirio el SN a tubos eppendorf con 5 ul de Tris 2 M pH 8 a los que se
les agregaron 50 ul de NaCl 300 mM. La concentracién de proteinas se midi6 en el
Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific Walthman, MA).

3.7.2 - Anticuerpos secundarios.

Para Inmunohistoquimica (todos de Jackson IR):

IgG anti raton-Biotina, dilucion 1/500.

IgG anti conejo- Biotina, dilucion 1/500.
IgG Streptavidina-HRP, dilucion 1/500.

Para inmunofluorescencia (todos de Jackson IR).

IgG anti raton-Cy5, dilucion 1/500.

IgG anti conejo-Cy2, dilucion 1/500.
IgG anti rata-Cy5, dilucion 1/500.

Para Western blots, (todos de Santa Cruz).

IgG anti conejo-HPR, dilucion 1/5000.
IgG anti raton-HPR, dilucién 1/10.000.
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3.8 - Analisis del comportamiento.

3.8.1 — Longevidad.

Las moscas que sobre-expresaron 1 6 2 copias de Bri»-23, AB42, ABri y ADan de
manera pan-neural (elav-GAL4) se mantuvieron a 25°C durante su desarrollo (~10
dias) y fueron envejecidas a 25°C 6 28°C. Se partié6 de 100 individuos de cada
genotipo, los cuales se repartieron en 5 viales de 20 individuos para evitar el
hacinamiento y se los repicd cada 2-3 dias a viales con comida fresca registrando a su
vez, el numero de individuos muertos a lo largo del tiempo. Los datos se analizaron

con el test de Log-Rank (Mantel-Cox), utilizando el GraphPad Prism v 5.0.

3.8.2 - Geotaxis negativa (Rapid Iterative Negative Geotaxis, RING).

Las moscas que sobre-expresaron 1 6 2 copias de Bri»-23, AB42, ABri y ADan de
manera pan-neuronal (elav-GAL4) se mantuvieron a 25°C durante su desarrollo (~10
dias) y fueron envejecidas a 25°C o 28°C en grupos de 40 machos en viales con
alimento, los cuales fueron repicados cada 2-3 dias. EI comportamiento de escalada
fue evaluado utilizando el método de RING [147]. Brevemente, un dia antes del
ensayo, 10 machos de cada genotipo seleccionados al azar fueron transferidos a
viales nuevos. Al dia siguiente, 30 min antes de realizar el ensayo, los machos fueron
transferidos sin anestesia a viales de vidrio limpios y cargados en el aparto RING
(como se muestra en la figura 16). Este aparato permite mantener rigidos y juntos a 6
viales de vidrios. Para iniciar el ensayo, el aparato es golpeado suavemente (contra la
mesada en sentido vertical 3 veces), de tal manera que todas las moscas se ubiquen
en el fondo de cada tubo. A partir de alli, se evalua la capacidad de respuesta de las
moscas, mediante la toma de una fotografia a un tiempo dado. El procedimiento se
repitié al menos 7 veces, con intervalos de 1 minuto. Las 2 primeras repeticiones no se
incluyeron en el analisis ya que se consider6 que forman parte de la habituacion. Con
la utilizaciéon del software Scion Image se calculé la altura promedio de cada genotipo
(promedio obtenido por la altura alcanzada por 10 individuos) y luego, se reporto el
promedio general de 5 repeticiones para cada genotipo.
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Figura 16: Dispositivo RING. El aparato permite colocar 6 viales de vidrio (aqui se muestran
solo 5), los cuales contienen a las moscas. El dispositivo es golpeado suavemente para
asegurar que las moscas estén abajo al comenzar la prueba y se las deja escalar por un tiempo

dado, al cual se toma una fotografia. Las flechas indican las moscas dentro de cada vial.

Para los analisis comparativos entre los genotipos Bri,.23, AB42, ABri y ADan se
calculd la altura alcanzada a los 4 seg de iniciado el ensayo, mientras que para los
experimentos del rastrillaje genético (se describe a continuacion), se calculo la altura
alcanzada a los 10 seg de iniciado el ensayo. Esta variacion en el tiempo de analisis
se fundamenté en que tomamos como referencia que las moscas controles para cada
caso escalen entre 4-6 cm en el tiempo establecido, asi podriamos registrar mejorias y

empeoramientos de dicha condicion.

3.8.3 - Fototaxis positiva.

Las moscas que sobre-expresan 1 copia de Bri,-23, AB42, ABri y ADan de
manera pan-neuronal (elav-GAL4) fueron criadas y envejecidas a 25°C. Para realizar
la prueba se utilizé el dispositivo mostrado en la figura 17 y se adaptd el protocolo
descripto en [148]. Un dia antes del ensayo, 30 machos de cada genotipo fueron
seleccionados al azar y transferidos a viales nuevos. Al dia siguiente, 30 min antes de
realizar el ensayo, los machos fueron transferidos a un cuarto con luz roja.
Posteriormente, las moscas fueron transferidas a un tubo de vidrios vacio y, por 2 min
se les permiti6 moverse hacia los tubos colectores iluminados con luz blanca. Se
analizd de a un genotipo a la vez. Se registré el nUmero de moscas que se movieron
hacia la luz, expresandolo como porcentaje de moscas que respondieron a la luz sobre

el total de individuos utilizados en el ensayo.
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Figura 17: Dispositivo para el ensayo de fototaxis. Las moscas se colocan dentro de un

tubo (tubo a la izquierda de la foto) que luego es protegido de la luz. En el otro extremo se
coloca una fuente de luz que se enciende una vez iniciado el ensayo y se deja a los individuos
moverse libremente a los tubos iluminados por el tiempo estipulado deslizando a suavemente el
tubo de la izquierda. Una vez finalizado el ensayo, se cuenta el nimero de individuos que se

desplazaron a los tubos iluminados y los remanentes en el original.

3.8.4 - Actividad locomotora circadiana.

Para registrar la actividad locomotora de las moscas, cada individuo fue
colocado en tubos de vidrio de 3 mm de diametro interno y, éstos a su vez, en
monitores de actividad locomotora (TriKinetics Waltham, MA) con 32 posiciones
(Figura Ay B). Cada posicion se encuentra flanqueada por un emisor y detector de luz
infrarroja que permite registrar el movimiento individual de cada mosca en cada tubo y
asi, obtener su patrén de actividad. La luz infrarroja no afecta el patron de
comportamiento estudiado, ya que tanto el sistema visual como el sistema circadiano
de Drosophila son insensibles a la luz de longitud de onda entre 850 y 950 nm. Una
vez completados los monitores, estos fueron colocados en incubadoras que controlan
la temperatura y la luz; y se los conecté a la computadora que adquiere los datos de
cada canal (es decir de cada mosca individualizada) e integra la actividad registrada
en intervalos predeterminados (5 o 30 min). Esto permite un monitoreo automatizado

de la actividad locomotora (Figura 18 C y D).
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Figura 18. Registro automatizado de la actividad locomotora. A, Se muestra una mosca
colocada en el tubo que contiene alimento en un extremo. B, Se muestra un monitor de
actividad con conteniendo los tubos individuales, cada uno con una mosca en su interior. En
cada posicion del monitor la actividad es registrada con un emisor y un detector de luz
infrarroja; el desplazamiento de las moscas dentro del tubo interrumpe el haz de luz y cada
interrupcion es contabilizada como un evento. C-D, Los monitores se colocan dentro de la

incubadora y conectan al sistema de deteccién los cuales se registran en la computadora.

Los datos obtenidos fueron analizaron con el software comercial Matlab (una
aplicacion ClockLab, Actimetric, USA), el cual permite visualizar el patrén de actividad
de cada individuo mediante la generaciéon de “actogramas” y el calculo el periodo
asociado a cada individuo a través de “periodogramas” (Figura 19). Asimismo, este
programa cuenta con un paquete estadistico que permite validar cada observacién con
un calculo de probabilidad asociada.

Para este tipo de experimentos las moscas fueron sincronizadas a un ciclo de 12
h de luz y 12 h de oscuridad por 4 dias a 25°C, denominada fase de entrenamiento o
sincronizacion. Al 5to dia los animales fueron transferidos a oscuridad constante

entrando en lo que se determina como fase de libre curso.

De acuerdo con el periodograma, y mediante inspeccién visual de los
actogramas, es posible categorizar los distintos comportamientos en: 1- Individuos
Ritmicos: cuando los datos se ajustan a una funcién con un periodo de una sola
frecuencia (entre 14 y 34 h); 2- Individuos Débilmente Ritmicos: cuando existe uno o
mas componentes ritmicos pero la probabilidad asociada a esta determinacion es
cercana a p=0,05; 3- Individuos Arritmicos: cuando los datos no se ajustan a ninguna

funcion periodica. En la figura 19 hay ejemplos de ellos.

49



Materiales y Métodos

A B Cc
._t ._h. a bt | s Lo aie ..I-& SR PR
_k " o Y (™ [N SP— e sl ¢ P PASY * NN TP Sy e
el e lsee s, dim PP TP T B O P T
\ RN Lidimd b b 1 s iload e 2. b . Lo,
Lidmd ~ oachb Lowk (PSR B PR PR B ﬁi..l..._...‘.ﬂnu-._..*llu.
e bl Lk L el | & TRl b i ey ¢ ] [P TSy [l vy
L omdabd, d Ltiea PR VORI S P — (IR [FRroT TR PRI NN PR
d riea I e o o doan IR P T PR I I By
ol eeidade BT I RS e NS S T P I Y RPN PR T 1 g
S P ] T e P IS T T Ty S L, itat bl e ce il anades sn)
vand alek Cnal pall e B R | wie datede sk ol iade o
800 500 500
700 450 450
T 600 g o T 40
g 206 ._3 350 ._3 350
g_ 400 g_ 300 E_ 300
250 250
< 30 < 20 < 20
200 150 150
00 100 100
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Periodo (h) Periodo (h) Periodo (h)

Figura 19. Visualizacion de la actividad locomotora. Clocklab permite evaluar el
comportamiento locomotor circadiano, determinando parametros de Ritmicidad y Periodicidad.
En la parte superior se encuentran los actogramas, cada uno muestra la actividad de un
individuo en 4 dias en luz/oscuridad (fondo blanco) y 8 dias oscuridad constante (fondo gris);
las barras blancas y grises indican los dias y dias subjetivos, respectivamente y las barras
negras indican noche y noche subjetiva. En la parte inferior se muestran los periodogramas; la
barra diagonal indica la linea de corte para una significancia de 0,05 en la determinacion del
periodo. Al categorizar de patrones comportamentales se pueden definir: A) ejemplo de una
mosca con actividad consolidada y periodo de 24 h; B) un animal débilmente ritmico en el que
se observa la desconsolidacion de la actividad locomotora con elevados niveles de actividad
durante la noche subjetiva. Notese que la significancia de la asignacion del periodo es baja. C)
un ejemplo de animal arritmico (nulo para un componente del reloj) e imposible de asignarle un
periodo.

En esta tesis se evalud la sobre-expresion de 2 copias de Briy-23, AB42, ABri y
ADan en la neuronas circadianas PDF positivas (pdf-GAL4) o de manera pan-neuronal
(elav-GAL4) en moscas envejecidas a 25°C. Los machos fueron mantenidos en
condiciones de luz-oscuridad hasta el comienzo del experimento. Machos jévenes (3-5
dias de edad) y envejecidos (15-25 dias de edad) fueron colocados en los monitores
de actividad dentro de la incubadora y conectados a la computadora. Se registro la
actividad locomotora en condiciones de luz/oscuridad por 4 dias y luego se cambio a
condicién de oscuridad constante por 8-10 dias adicionales. A partir de los registros en

oscuridad constante, se estimaron los parametros de ritmicidad y periodo promedio.
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3.9 - Activacion y cuantificacion de la respuesta a estrés de RE.

Ryoo y Steller desarrollaron una herramienta genética que permite medir in vivo
activacion de la respuesta de estrés de RE via IRE-1 mediada por XBP1 en diversos
tejidos de Drosophila. Para ello generd una construccion que contiene una porcion de
la secuencia de XBP1, que incluye el sitio de union al ADN vy el sitio del splicing por
IRE-1, fusionada a GFP (Figura 20) y obtuvieron lineas transgénicas UAS-XBP1-GFP.
Al sobre-expresar esta construccion, mediante el sistema binario GAL4/UAS, se puede
evidenciar la activacion de la via de IRE-1, dado que el ARNm de XBP1 sufre un
splicing no convencional provocando que la secuencia codificante de GFP quede en
marco de lectura y pueda ser traducida. En condiciones basales, al no producirse el

splicing, no se traduce GFP.

sitio de splicing

GFP fusionada

DBD ¥
xer1 I I

ARN mensajero no procesado
GFP fuera del marco de lectura

XBP1

ARN mensajero procesado GFP en marco de lectura

[

XBP1 S

Figura 20: Esquema del reportero de splicing no convencional de XBP1. Cuando el ARN
mensajero no es procesado, la GFP queda fuera del marco de lectura y no se traduce, mientras
que cuando ocurre el procesamiento del ARN mensajero, la proteina GFP queda en marco de
lectura, generando una proteina funcional. DBD, dominio de union al ADN. Adaptada de Ryoo y
Steller 2007.

Se analizé la activacion de la respuesta a estrés de RE por co-expresion del
reportero UAS-XBP1-GFP con los péptidos. Para ello se disecaron discos imaginales
de ojo y cerebro de mosca, como se describié en la seccion 3.6.6 y 3.6.7.

Para cuantificar la fluorescencia a partir de las inmunohistoquimicas de cerebros
enteros, se analizaron las fotos con el software Image J, cuantificando la maxima

intensidad dada en un area pre-seleccionada y restandole el fondo.
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3.10 - Identificacion de genes moduladores de la toxicidad de AB42.

Para la realizacion del rastrillaje genético se plantearon los siguientes pasos y

controles:

3.10.1 — Protocolo.
1- Ensayo de geotaxis:

Se cruzé la linea elav-GALI4>AB42Hj2.12 con lineas mutantes pertenecientes a
la coleccion “Deficiency Kit” (Bloomington Deficiency Kit, Parks et al., 2004) y evalu6 el
fenotipo de escalada dentro de paradigma de geotaxis negativa. La coleccién de
deficientes esta compuesta por ~ 500 lineas de moscas, cada una de ellas presenta
delecionado una porcion del genoma que abarca, en promedio, 30 genes. En total,

toda la coleccién presenta una cobertura del 98% del genoma de Dm.
2- Seleccion de lineas deficientes que modulan el fenotipo téxico de AB42:

Se evalué si la combinacién entre AB42 y cada linea deficiente afecta el fenotipo
comportamental de geotaxis negativa provocado por la sobre-expresion de ApR42, en
moscas jovenes y envejecidas. Una vez cuantificada la altura promedio que
alcanzaron las moscas de cada genotipo, se seleccionan aquellas lineas deficientes
que mejoraron o empeoraron el fenotipo de escalada respecto de la linea que sobre-
expreso solo AB42, como se muestra en el esquema de la figura 21. Cabe destacar
que, a los fines de un rastrillaje de alto rendimiento, se seleccionaron las lineas
deficientes que provocaron cambios en aproximadamente + 50% del promedio

escalado respecto de la linea elav-Gal4>AB42Hj2.12.
3- Chequeo de las lineas deficientes candidatas:

Dado que aqui nos interes6 encontrar interacciones génicas, una vez
seleccionadas aquellas lineas deficientes que mejoraron o empeoraron el fenotipo
toxico de ABR42, se procedid a evaluar si dichas lineas deficientes presentan defectos
en la escalada por si solas. Esto permiti6 descartar efectos independientes de a la
toxicidad de AB42.

4- Anaélisis y evaluacion de los genes candidatos incluidos en las lineas deficientes:

A partir de las lineas deficientes que modularon el fenotipo toxico de AB42, se
procedié a identificar los genes que poseen delecionados y mediante analisis
bioinformaticos se seleccionaron aquellos que cumplen con los criterios establecidos;

genes que presenten ortdlogos en humanos y se expresen en el SNC. Luego, se
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evaluo la interaccion directa entre la disminucion de la expresion del gen candidato

(mediante ARN de interferencia) y la sobre-expresion de AB42.

1-Ensayo de geotaxis 2-Seleccion de 3-Corroborac_:|on de la Df 4-AnéI|5|§ de
combinacion AR42-Df por si sola genes candidatos
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Figura 21: Esquema representativo de los pasos a seguir en el ensayo. 1-Se realiza el
ensayo de geotaxis. Siempre se incluye la linea elav-GAL4>AB42Hj2.12 (A) como control
interno del experimento. Se muestran los 3 efectos que pueden encontrarse al combinar elav-
GAL4>AB42Hj2.12 x Df: que no haya modulacion (B), que el mejore la escalada (C, Df1) o que
empeore (D, Df2) respecto de la linea elav-GAL4>AB42Hj2.12 (A). 2-Cuantificacion y seleccion
de las Df que modulan el fenotipo téxico de AB42. J, individuos jovenes. E, individuos
envejecidos. 3- Corroboraciéon que la Df no tenga defectos en la escalada por si sola. 4-
Andlisis de genes candidatos incluidos en las Df seleccionadas. Criterios de eleccion: que
presenten ortdlogos en humanos y expresion en SNC. Se realizan analisis de interaccion

génica mediante lineas de ARN de interferencia especificos de dichos genes.

3.11 - Analisis estadisticos.

Los resultados fueron expresados como la media * el error estandar de la media
(SEM). Se utilizaron los softwares Graph Pad Prism v.5.0 e Infostat (Grupo InfoStat,
FCA, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina) para realizar los analisis

estadisticos. Los datos fueron analizados mediante pruebas-t de Student, ANOVA de 1
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y 2 factores, asociados a medidas repetidas, contrastados con test post hoc. Un valor

p < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo.

Los supuestos del ANOVA de normalidad y homogeneidad de varianza se

evaluaron mediante la prueba de Shapiro-Wilks y de Levene, respectivamente.
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4.1 - Capitulo 1: Estudio comparativo de la toxicidad de AB42, ABri y ADan

en Drosophila

4.1.1 - Produccién y acumulacion de los amiloides AB42, ABri y ADan in vivo.

4.1.1.1 - Generacion de las lineas transgénicas.

Se generaron lineas de moscas transgénicas que sobre-expresan los péptidos
amiloides AB42, ABri, ADan y el producto normal de la proteina BRI, el péptido Bri,-
23, en la via secretoria. Para ello, se fusiond la secuencia sefal de exportacion al
reticulo endoplasmico de la proteina Necrotic (nec) de Drosophila a cada una de las
secuencias de los péptidos. Esta estrategia fue descripta y utilizada anteriormente por
Crowther y colaboradores [122]. Ademas, se generd un set de construcciones de
fusion que incluyeron un tag de 6 Histidina (His) en el extremo N-terminal de cada
péptido con el objetivo de poder comparar por Western blot sus niveles de

acumulacioén usando un mismo anticuerpo.

En la figura 22 se muestra un esquema de las construcciones utilizadas.

1- nec -DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA(AB42)  5- nec-(H)s- AB42

2- nec -EASNCFAIRHFENKAVETLICS (Briz-23) 6- nec-(H)g- Briz-23
3- nec -EASNCFAIRHFENKAVETLICSRTVKKNIIEEN (ABri) 7- nec {H)g-ABri
4- nec -EASNCFAIRHFENKAVETLICFNLFLNSQEKHY (ADan) 8- nec-(H)g-ADan

Figura 22: Esquema representativo de las construcciones utilizadas para generar las
lineas transgénicas. Secuencias de los péptidos usando el codigo de una letra de los
aminoacidos. Nec es el péptido sefal de la proteina Necrotic de Drosophila
(MASKVSILLLLTVHLLAAQTFAQ), (H)s indica seis Histidinas que conforman el tag. La flecha
indica el corte del péptido sefial en la via secretoria. En rojo se muestra la secuencia comun
entre Bri,-23, ABri y ADan.

La estrategia mas utilizada para generar lineas transgénicas implica la insercion
al azar de un pldsmido que contiene el transgen de interés en el genoma de la mosca.
Sin embargo, en los ultimos afios se han desarrollado estrategias de insercion sitio-
dirigidas de los plasmidos [149]. Dado que el objetivo principal del trabajo fue realizar
estudios comparativos entre los 3 péptidos amiloides, la estrategia de insercion sitio-
dirigida se considerd la opcion mas adecuada ya que permite obtener niveles de

expresion comparables entre los transgenes.
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En este caso, se decidio utilizar el sistema de insercion sitio-dirigido modificado
por Bischof y colaboradores [143]. Para ello se clonaron las construcciones descriptas
en el vector pUAST-attB (Materiales y Métodos) y posteriormente se microinyectaron
en embriones de la linea aceptora 86Fb (yw M{eGFP.vas-int.Dm}ZH-2A; +;

M{RFP.attP}ZH-86FDb; +) obteniendo en la progenie las moscas transgénicas.

Una vez establecidas las lineas transgénicas, se corroboré por PCR a partir de
ADN gendmico que las mismas posean las construcciones del tamafo esperado
(Figura 23).

242
190

147
110

Figura 23: Productos de PCR obtenidos a partir de ADN gendmico de moscas
transgénicas. La cabeza de flecha muestra los productos sin tag de His, mientras que la flecha
sefiala las versiones con tag de His. Los productos fueron obtenidos con cebadores especificos

para los 4 péptidos y resueltos en un gel de agarosa 2% en TBE. pb, pares de bases.

Las lineas transgénicas establecidas y corroboradas fueron posteriormente
combinadas con lineas promotoras para dirigir la expresion de los péptidos al tejido a

estudiar.

4.1.1.2 - Expresion y procesamiento de Bri,-23, AB42, ABri y ADan.

Para evaluar el correcto procesamiento proteolitico de Bri-23, ABR42, ABri y
ADan, se sobre-expresaron los péptidos de fusion en fotorreceptores del ojo de
Drosophila mediante el sistema GAL4/UAS (sistema que permite la expresion tejido-
especifica de los transgenes, descripto en Materiales y Métodos). Para ello se utilizé el
promotor GMR (del inglés “Glass Multiple Reporter’) que consta de la region

regulatoria del gen glass el cual codifica para una proteina de union a ADN y se
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expresa en los fotorreceptores durante los primeros estadios de desarrollo del ojo
[150].

En primer lugar se evaluo si los niveles de expresion de los ARN mensajeros de
los péptidos eran similares. Para ello, se sobre-expresaron los péptidos usando el
promotor GMR-GAL4, se extrajo ARN de cabezas de moscas que se retrotranscribié a
ADNCc y se realizaron PCRs en Tiempo Real para su cuantificacion. Dado que Bri,-23,
ABri y ADan comparten la secuencia N-terminal, se disefié un par de cebadores para
medir los niveles de expresion de los mismos. Como era de esperar, no se observaron
diferencias significativas en los niveles de expresion de los 3 péptidos (Figura 24),
permitiendo asi comparar los posibles efectos toxicos en forma independiente de sus
tasas de transcripcidon. Asimismo, es importante mencionar que los niveles de
expresion de AB42 fueron similares, aunque no es correcto incluirlos en el analisis

dado que se utilizé un juego distinto de cebadores.

0.6 Figura 24: Niveles de expresion de los

ARN mensajeros de Bri,-23, ABri y
n.s

ADan. ARN mensajeros medidos por

0.4+ PCR en Tiempo Real, normalizados con

ARN mensajeros de tubulina. Se

T

0.2 1 —I_

muestran las medias * error estandar de

3 experimentos independientes. ANOVA

Niveles de ARNm (U.A)

de 1 factor. U.A = unidades arbitrarias.

0.0 ns, diferencias no significativas (p>0,05).

T T
Briz-23  ABri

GMR-GAL4

Luego, se analizé el correcto procesamiento proteolitico de los péptidos de
fusion en la via secretoria y su acumulacion in vivo. Se prepararon homogenatos de
proteina en buffer RIPA SDS 1% a partir de cabezas de moscas y se analizaron por
Western blot. Dado que para Bri,-23 no se contaba con un anticuerpo especifico, se
utilizé la version HisBri-23. En extractos GMR-GAL4>HisBri,-23 se observé una
banda débil de ~3 kDa, compatible con el tamafio tedrico del péptido procesado (post-
remocion de la secuencia nec). A partir de extractos de GMR-GAL4>AB42, GMR-
GAL4>ABri y GMR-GAL4>ADan se evidencio inmunoreactividad positiva concordante
con las masas moleculares aparentes de los mondmeros de AB42, ABri y ADan,

respectivamente utilizando anticuerpos especificos para cada péptido (Figura 25).
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A GMR-GAL4 B GMR-GAL4
CNT
kba CNT HisBri2-23 kDa +AB42sp
12 e I
12 _
85—
85 _
35— 4m M
" 3.5 _
anti-His anti-AB
C GMR-GAL4 D GMR-GAL4
CNT CNT
kDa +ABrisp CNT ABri kDa + ADansp CNT ADan
17 = L]
12 — 12 —
8.5 —
85 _
35 _
35 _

anti-ABri
anti-ADan

Figura 25: Procesamiento de los péptidos. Geles representativos de Western blots a partir
de extractos proteicos solubles en RIPA SDS 1% obtenidos moscas que expresaron con GMR-
GAL4> 2 copias de Ap42 y ADan (~15 cabezas) y HisBri»-23 y ABri (~25 cabezas). A,
Deteccion de una banda muy tenue de 3 kDa consistente con el monémero de HisBri,-23,
utilizando anti-His B, AB42 de ~4,5 kDa detectado con anti-Af (6E10). CNT+ AB42 sp,
corresponde a un extracto proteico de moscas control con péptido sintético de AB42 afadido a
la muestra para asegurar una migracion comparable. C, ABri detectado con suero anti-ABri
(338), en la calle de la izquierda del gel se muestra un extracto proteico control con péptido
ABri sintético adicionado. D, ADan detectado con suero policlonal anti-ADan (5282). CNT+
ADan sp, corresponde al extracto proteico control con péptido sintético de ADan adicionado.
CNT, extracto proteico de moscas control. Las cabezas de flecha indican monémeros de los

péptidos (M). Se realizaron al menos 3 experimentos independientes por genotipo.

Para evaluar la presencia de especies de mayor grado de agregacion e
insolubilidad, se realizaron extracciones con acido férmico 90% a partir de las
fracciones insolubles en RIPA SDS 1% (Figura 26). Se detecté inmunoreactividad para
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Ap42 y ADan en la fraccidon soluble en acido férmico, evidenciando su mayor
capacidad de acumulacién y agregacion en este tejido. La inmunoreactividad fue
mayor para ADan donde también se detectaron especies agregadas, en su mayoria
con masa molecular correspondiente a tetrameros. No se pudo detectar ABri en las

fracciones solubles en acido férmico.

A GMR-GAL4 B GMR-GAL4
kDa CNT Ap42 kDa CNT ADan
17 —
12 2
12
8.5 _
8.5
3.5- .
anti-Ap anti-ADan

Figura 26: Deteccion de especies resistentes a detergentes de AB42 y ADan. Western
blots representativos de la fraccién insoluble en RIPA SDS 1% y soluble en acido férmico
obtenidos a partir de 200 cabezas de moscas. A, Inmunoreactividad positiva con anti-A (6E10)
en extractos de cabeza de moscas GMR-GAL4>AB42. B, Anti-ADan detecté presencia de

ADan en extractos GMR-GAL4>ADan. CNT, extracto control. M, mondémeros, T tetrameros.

Para estimar cuantitativamente el grado de agregacion de los péptidos se
comparé la inmunoreactividad obtenida en los Western blots realizados a partir de la
fraccion soluble en RIPA SDS 1% con los de la fraccion soluble en acido férmico.
Cabe destacar que en los Western blots realizados a partir de extractos solubles en
RIPA SDS 1% (mostrados en la Figura 25) se sembraron unos 150 ug de proteinas
totales que se obtuvieron a partir de ~15 cabezas, mientras que los extractos solubles
en acido formico (Figura 26) se obtuvieron a partir de ~200 cabezas. Entonces, al
relativizar la inmunoreactividad de cada péptido en las distintas fracciones al nimero
total de cabezas, observamos que la mayor proporcién de AB42 y ADan se halla en la
fraccion soluble en RIPA 1% SDS (85-95%) y s6lo un 5-15% en la fraccién soluble en

acido férmico.
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Estos resultados sugieren que los péptidos son procesados correctamente por
peptidasas de sefial en la via secretoria y que se encuentran mayormente solubles,

probablemente agregados en una forma no-fibrilar.

4.1.1.3 - Acumulacioén in vivo de los amiloides.

Dado que la inmunoreactividad de los anticuerpos depende no sélo de su
especificidad sino también del titulo, avidez, afinidad, etc., no es posible comparar el
grado de acumulacion de cada péptido in vivo utilizando anticuerpos péptido-

especificos e interpretando la intensidad de las sefiales obtenidas.

Con el objetivo de analizar y comparar la acumulacion de los péptidos amiloides
in vivo, se sobre-expresaron las versiones con tag de His de los 4 péptidos en el ojo de
Drosophila y a partir de extractos proteicos, se realizaron Western blots revelando con
un anticuerpo anti-His. En la figura 27 se muestran los niveles de acumulacion de los
distintos péptidos en individuos de 10 dias de edad. Se cuantificé la inmunoreactividad
obtenida y se evidencidé que HisADan y HisAB42 se acumulan aproximadamente 4 y 3

veces mas que HisABri, respectivamente.

A GMR-GAL4 B

f{'b v o 3
. & & 9
kDa & @"6 & & &

3.5. — e f—

anti-His

Inmunoreactividad (A.U)
w

Jp | T e o ey N :
HisAB42 HisABri HisADan

anti-actina

GMR-GAL4

Figura 27: Comparacion de los niveles de acumulacion in vivo de los péptidos amiloides.
A, Western blots representativos a partir de extractos proteicos solubles en RIPA SDS 1% de
moscas GMR-GAL4>His-péptidos utilizando anticuerpos anti-His y anti-actina. B, Cuantificacion
de la inmunoreactividad detectada, normalizada con actina y relativizada a HisABri. Se

realizaron al menos 3 experimentos independientes.

Como AB42, ABri y ADan son péptidos pequefios de 34-42 aminoacidos y si bien
esta descripto que la capacidad amiloidogénica de los 3 esta dada principalmente por
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los aminoacidos C-terminales, podria ocurrir que la secuencia N-terminal de 6 His

afectara sus propiedades de agregacion.

Para evaluar el posible efecto del tag de His sobre la capacidad de agregacion/
acumulacion de los péptidos amiloides, se realizaron Western blots a partir de
extractos proteicos de cabezas de moscas que sobre-expresan ABR42, ABri y ADan con
y sin el tag de His, y se revelaron con anticuerpos especificos para cada péptido
(Figura 28).

A GMR-GAL4 B GMR-GAL4 C  GMR-GAL4

kDa
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anti-ABri anti-ADan
anti-actina anti-actina anti-actina
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Figura 28: Efectos del tag de His en la acumulacion de los péptidos amiloides. En el panel
superior se muestran los Western blots representativos a partir de extractos proteicos (150 ug)
de cabezas de moscas que sobre-expresan los péptidos en el ojo, con o sin el tag de His
comparado con muestras de animales no transgénicos. CNT+ sp, sefiala extractos proteicos de
individuos no transgénicos con el agregado del péptido sintético correspondiente, lo que
permite comparar los perfiles de corrida. A, Anti-AB42; B, Anti-ABri; C, Anti-ADan. En el panel
inferior, la cuantificacion de las bandas de AB42 y ADan con sus versiones con y sin tag de His.
La inmunoreactividad de ABri para estas condiciones fue muy baja por lo que no se pudo
comparar. Las barras representan los promedios + error estandar de 3 experimentos
independientes. Prueba t de Student. Los asteriscos marcan diferencias estadisticamente

significativas (p< 0,05). n.s = no significativo.
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En el caso de AB42 se vié que HisAB42 se acumula aproximadamente 3 veces
mas que su version sin tag, mientras que para ADan, no se observaron diferencias
significativas en la acumulacién de ambos péptidos (con y sin tag de His). En el caso
de ABri, se observd una muy baja reactividad respecto del HisABri para la misma
concentracion de proteinas sembradas (150 ug de proteinas totales), de modo tal que

no se pudo realizar la comparacién cuantitativa.

Los resultados obtenidos en las figuras 27 y 28 permite estimar que la
acumulacion in vivo de ADan es 2-3 veces mayor que la de Ap42, y a su vez ambos,

se acumulan en mayor medida que ABri.

4.1.2 -Neurotoxicidad causada por los péptidos amiloides en tejidos de

Drosophila.

4.1.2.1 - La sobre-expresion de AB42, ABri y ADan genera leves desarreglos en la

estructura externa e interna del ojo.

El ojo compuesto de Drosophila es una estructura altamente organizada, dada
por el perfecto arreglo de aproximadamente 800 omatidias hexagonales, cada una
formada por 8 fotorreceptores de origen neuronal y 12 células accesorias y, asociada a

una queta mecanosensorial (Figura 29).

Como se menciond anteriormente, la sobre-expresion de proteinas asociadas a
enfermedades neurodegenerativas humanas en el ojo de Drosophila suele causar
alteraciones estructurales en los fotorreceptores [151]. Esto se evidencia facilmente ya
que frente a perturbaciones fisiolégicas causadas por dichas proteinas se observa un

desarreglo de la estructura externa e interna del ojo.
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Ojo compuesto

omatidia

Axdn Rabddémero Célula Células Cono
pigmentada fotorreceptoras cristalino Cornea

i —

Lente

Figura 29: Esquema del ojo compuesto de Drosophila. Es una estructura muy organizada,
compuesta por ~ 800 omatidias ubicadas en un perfecto arreglo ordenado. Cada omatidia
consta de 8 células fotorreceptoras y 12 accesorias, entre ellas las células pigmentadas. Cada
célula fotorreceptora proyecta un rabdémero cuya membrana posee un alto porcentaje de

rodopsinas, pigmentos sensibles a la luz.

La sobre-expresion de los péptidos con GMR-GAL4 en heterocigosis (no
mostrado) u homocigosis, no provocé desorganizacion de la estructura externa del ojo
en individuos crecidos a 25°C. Al elevar la temperatura a 28°C, de modo tal que
aumentan los niveles de expresion de los transgenes y se sensibiliza el sistema, se
pudieron evidenciar defectos sutiles en la organizacion de las omatidias en moscas
que sobre-expresaron de los péptidos amiloides respecto al control Bri,-23 (Figura 30
A). Este efecto se aprecia mejor en la figura 30 B, donde se dibujaron lineas que
describen una hilera de omatidias. En el caso de Bri;-23 observamos lineas que

tienden a ser paralelas, mientras que para ADan se pierde dicha alineacion.

Cabe destacar que la linea GMR-GAL4 a 28°C, presento per se cierto grado de
desarreglo, presumiblemente debido a la toxicidad causada por el exceso de GAL4
libre, efecto previamente descripto por varios autores [152, 153]. Sin embargo, las
moscas GMR-GAL4>Bri,-23 presentaron un patron ordenado, posiblemente debido a

la titulacion del GAL4 por el UAS sumado al escaso o nulo efecto téxico de Brip-23. Por
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ello consideramos que Bri,-23 representa un mejor control para nuestros experimentos

que las lineas GMR-GAL4 que carecen de secuencia UAS.

A GMR-GAL4

+ Bri2-23 x2 ApB42 x2 ABri x2 ADan x2

25°C
28°C
B )
GMR-GAL4>Briz2-23 x2 GMR-GAL4>ADan x2
3
omatidias omatidias
organizadas desorganizadas

Figura 30: Micrografias representativas de ojos de moscas obtenidas al microscopio
optico con luz transmitida. A, Se muestran ojos de moscas que sobre-expresan 2 copias de
los péptidos utilizando GMR-GAL4, crecidas a 25°C (panel superior) y a 28°C (panel inferior).
B, Ejemplificacion del desarreglo. En un ojo normal se pueden trazar lineas paralelas a lo largo

de las omatidias, mientras que esto no es factible en caso de desarreglado. Barra = 100 pym.

Con el objetivo de caracterizar en profundidad estos fenotipos se procedié a
cuantificar el desarreglo observado por la sobre-expresién de los péptidos empleando

la técnica de microscopia electronica de barrido ambiental (ESEM). Esta técnica
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permite analizar en detalle la organizaciéon externa del ojo y asi cuantificar los

desarreglos sutiles.
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Figura 31: Toxicidad diferencial causada por AB42, ABri y ADan en el ojo de Drosophila.
A, Analisis morfologico de la estructura externa del ojo de moscas, crecidas a 28°C, que
expresan Bri,-23, AB42, ABri y ADan. En el panel superior, se muestran fotos representativas
de ESEM y en el panel inferior un area amplificada para el analisis cuantitativo, donde se
indican con flechas las omatidias fusionadas. Panel superior barra= 100 ym. Panel inferior
barra= 50 um. B, Cuantificacion de omatidias fusionadas en el area central de cada ojo (195 x
170 um) para cada genotipo. C, Cuantificacion de quetas relativas al nimero de omatidias y D,
numero total de omatidias en un area central del ojo de 135 x135 um. Se eligi6é un area central
para evitar el efecto de la curvatura semiesférica y facilitar un recuento comparable. Los datos
se expresan como promedios + error estandar. ANOVA de un factor, seguido de
comparaciones de Dunnett. Los asteriscos marcan diferencias estadisticamente significativas
con el control Bri,-23x2 (*p<0.05, **p<0,01).
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Se obtuvieron al menos 10 fotografias independientes para cada genotipo y se
procedié a cuantificar el nimero de omatidias fusionadas, el nUmero de omatidias por
area y el nimero de quetas por omatidia en areas comparables (Figura 31). El numero
de omatidias fusionadas resultdé ser significativamente mayor en las moscas que
sobre-expresan los péptidos amiloides respecto de Bri,-23, mientras que el numero de
quetas fue significativamente menor para las moscas ADan, AB42 y ABri (p< 0,05).
Ademas, se evidencidé una leve disminucion del numero total de omatidias en las

moscas que expresan ABR42 y ADan respecto a Bri,-23 (p< 0,05).

La moderada toxicidad provocada por la sobre-expresion de los péptidos
amiloides en el ojo contrasta con lo reportado para otras lineas de AB42 [123],
sugiriendo que los niveles de expresion de los péptidos en nuestras lineas sitio-
dirigidas son relativamente bajos. Al comparar la toxicidad generada por muestra linea
GMR-GAL4>AB42x2 con la linea GMR-GAL4>AB42Hj2.12 (de alta expresion y
gentilmente cedida por la Dra. Mary Konsolaki), se observé en esta ultima una mayor
desorganizacion del ojo, fenotipo denominado “ojo rugoso” (producto de la fusién entre
omatidias contiguas) y aparicion de punto necroéticos (Figura 32). Los niveles de Ap42
medidos por ELISA a partir de homogenatos de cabezas de la linea Hj2.12 fueron ~2,5
veces mayores que los encontrados para AB42x2 (7.5 vs 17.5 ng de AB42 /mg de

proteinas totales, respectivamente).

GMR-GAL4

AB42 x2 AB42 Hj2.12

b

Figura 32: Micrografias representativas de ojos de moscas obtenidas al microscopio
optico con luz transmitida. Comparacion de la toxicidad en el ojo dada por distintos niveles
de AB42 en moscas GMR-GAL4> AB42x2 y GMR-GAL4> AB42Hj2.12, crecidas a 28°C. Las
flechas marcan puntos negros, posiblemente indicativos de necrosis. Barra= 100 um.
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Para analizar el estado de la estructura interna de la retina se efectuaron cortes
de cabezas de moscas embebidas en parafina y se realizaron tinciones con
hematoxilina y eosina (H&E). Las retinas pertenecientes a GMR-GAL4>AB42x2, GMR-
GAL4>ABrix2 y GMR-GAL4>ADanx2 presentaron leves dafos en la estructura interna
(desorganizacion de los rabdémeros, Figura 33 B) comparado con GMR-GAL4>Bri,-

23, destacando un mayor grado de pérdida tisular a nivel de rabdémeros para ADan.

GMR-GAL4
Bri2-23 x2 AB42 x2 ABri x2 ADan x2

Figuera 33: Analisis de la estructura interna de la retina. Secciones en parafina de cabezas
de moscas GMR-GAL4 > péptidos crecidas a 28°C, tefiidos con H&E. A, Se muestra una
seccion de cabeza entera sefalando las regiones correspondientes a la retina, lamina y
médula. A la izquierda se recuadra la zona de la retina analizada para los distintos genotipos.
Barra= 50 pm. B, Secciones representativas de cada genotipo. Las flechas muestran

desarreglos en la retina. Barra= 25 pm.

Estos resultados sostienen que los bajos niveles de expresién alcanzados por
nuestras lineas sitio-dirigidas explican la leve o moderada toxicidad en comparacion
con los niveles alcanzados por otras lineas de AB42 que presentan fenotipos mas

sSeveros.
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4.1.2.2 - Acumulacién no-fibrilar de los péptidos amiloides en la retina.

Se analizé el depdsito de los péptidos amiloides en la retina mediante
inmunohistoquimica en cortes de cabezas embebidos en parafina utilizando
anticuerpos especificos. En el caso de AB42, se evidencid6 una marca discreta
siguiendo la topologia de los rabddmeros, siendo mas abundantes en la regién basal
de las omatidias (retina). En cuanto a ABri, éste presentd una inmunoreactividad
discreta, cerca de la lamina, mientras que ADan presentd una distribucion mas amplia
a lo largo de los rabdomeros. Las tinciones realizadas con Tioflavina S fueron
negativas, indicando que los péptidos acumulados no adoptan la tipica forma fibrilar

amiloide (Figura 34).
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Figura 34: Acumulacion no-fibrilar de los péptidos amiloides en la retina. Secciones de
retinas de moscas GMR-GAL4>Bri;.23x2, GMR-GAL4>AB42x2, GMR-GAL4>ABrix2 y GMR-
GAL4>ADanx2 crecidas a 28°C. A, Inmunohistoquimicas utilizando anti-Ap42 (6E10), anti-ABri
y anti-ADan, respectivamente y sobre cortes de GMR-GAL4>Bri,-23x2 como control de
especificidad de los anticuerpos. Se revel6 con DAB agregando niquel a la reaccion para
intensificar la sefial. Las flechas indican la inmunoreactividad consistente con depdsitos de
péptidos amiloides. Barra= 25 ym. B, Tincién con tioflavina S, la ausencia de fluorescencia

indica la naturaleza no-fibrilar de los diferentes péptidos. Barra= 50 um.
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Los datos sugieren que in vivo se acumula mas ADan y AB42 respecto de ABri y
de manera no-fibrilar, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Western blots

en homogenatos de cabezas (seccion anterior).

4.1.2.3 - La acumulaciéon de los péptidos amiloides en el SNC provoca defectos

comportamentales asociados al envejecimiento.

Con el objetivo de estudiar la neurotoxicidad de los péptidos en el sistema
nervioso central (SNC) éstos fueron expresados utilizando un promotor pan-neuronal,

en este caso elav-GALA4.

ELAV ( del inglés, “embryonic lethal abnormal visual system”) es una proteina de
union al ARN [154] predominantemente de ubicacién nuclear, que se expresa durante
todo el desarrollo neuronal y esta involucrada en el mantenimiento neuronal durante el
estadio adulto [155]. Las lineas transgénicas elav-GAL4 generadas presentan
expresion del GAL4 mayoritariamente en neuronas post-mitéticas, por lo que dichos
promotores son extensamente utilizados para evaluar desregulacion de genes de

manera pan-neuronal [156].

En primer lugar, se evaluo si la sobre-expresion pan-neuronal de los amiloides
afectaba la longevidad de las moscas. Dado que el efecto toxico de los amiloides suele
ser dosis-dependiente, se evaluaron 2 condiciones: individuos mantenidos a 25°C que
sobre-expresaron 1 copia de los amiloides e individuos mantenidos a 28°C que sobre-
expresaron 2 copias de los mismos. Cabe destacar que el aumento de la temperatura
a 28°C favorece el aumento en la transcripcion de GAL4 y por consiguiente, una
mayor expresion de los transgenes; asimismo, provoca una disminucion en la
sobrevida general de las moscas de aproximadamente 90 dias a 25°C a ~40 dias a
28°C, como se observa en la figura 35. Esto permite acortar los tiempos de los
ensayos y, en algunos casos, intensificar el fenotipo. Se observdé que la sobre-
expresion en heterocigosis (1 copia) de los amiloides no afectd la longevidad de los
individuos con respecto a su control Bri,-23. Sin embargo, al aumentar las dosis de
péptidos amiloides (2 copias en homocigosis) y la temperatura, se evidencié una
disminucién de la sobrevida de los individuos que sobre-expresan los péptidos
amiloides respecto del control Bri»-23 (p<0,05), siendo este efecto mas evidente para
ADan que para ABri y AB42. En la figura 35 se muestran las curvas de longevidad y
una tabla con los valores de vida media (tiempo transcurrido hasta que muere el 50%

de la poblacién analizada) obtenidos en cada caso.
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Figura 35: Efecto de la sobre-expresion pan-neuronal de los péptidos sobre la

longevidad de los individuos. A, Sobre-expresién pan-neuronal de los transgenes en

heterocigosis usando elav-GAL4 en moscas envejecidas a 25°C. B, Sobre-expresion de 2

copias de los transgenes (homocigosis) usando elav-GAL4 en moscas envejecidas a 28°C. C,

En la tabla se muestran los valores de vida media obtenidos para cada genotipo en ambas

condiciones. Se realizd6 un analisis de Log-Rank (Mantel-Cox). Los asteriscos muestran
diferencias significativas con el control Bri,-23 (p<0,05).

A continuacion se evaluaron 2 paradigmas comportamentales controlados por el

SNC vy asociados al envejecimiento. Por un lado, geotaxis negativa (que evallua
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coordinaciéon motora frente a una respuesta de escape) y por otro, fototaxis positiva

(que evalua la respuesta a la luz).

Al ensayar el paradigma de geotaxis negativa, hay que resaltar que este
comportamiento esta influenciado por el envejecimiento, tal que las moscas presentan
naturalmente una disminucién en la respuesta locomotora anti-gravitatoria con el
aumento de la edad [147]. En cuanto al efecto de los péptidos amiloides sobre este
paradigma, se observo que la sobre-expresion de 1 copia de los péptidos no provocod
defectos en la respuesta de escape a ninguna de las edades evaluadas, mientras que
la sobre-expresion de 2 copias de los péptidos en homocigosis mostré un fenotipo
toxico progresivo con la edad y diferencial para cada amiloide (Figura 36). La sobre-
expresion de 2 copias de ADan provoco defectos en la escalada en individuos jovenes,
a los 7 dias post- eclosion, comparado con el control Bri,-23 (2,5 + 0,7 vs 4,6 + 0,2
respectivamente, p<0,01), mientras que Ap42 (4,6 + 0,2) y ABri (3,8 = 0,2) no
presentaron defectos estadisticamente significativos respecto del control. Al envejecer,
se pudieron evidenciar los efectos toéxicos de ABri comparado con Bri»-23 (2,3 £ 0,3 vs
3,8 £ 0,1 respectivamente, p<0,05) a los 15 dias post eclosion y de AB42 comparado
con Bri-23 (1,5 £ 0,3 vs 3 + 0,2, respectivamente, p<0,01) a partir de los 21 dias de
edad.
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Figura 36: Efecto de la sobre-expresion pan-neuronal de los péptidos sobre la respuesta
geotactica. A, Ensayo de geotaxis negativa en moscas heterocigotas a los 5, 25, 40 dias de
edad a 25°C. B, Ensayo de geotaxis negativa a los 7, 15, 21 dias de edad en moscas
envejecidas a 28°C. La distancia escalada se expres6 como media + error estandar. ANOVA de
2 factores, medidas repetidas, seguido de comparaciones por Bonferroni. Las letras distintas

denotan diferencias significativas, para cada edad (p< 0,05). ns, no significativo.
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Las moscas poseen fototaxis positiva, es decir, son atraidas y tienden a
movilizarse hacia una fuente de luz. La sobre-expresion de ADan provocd una
disminucion en la respuesta fototactica respecto de AB42, ABri y Bri,-23, al evaluar el
comportamiento de moscas envejecidas (p< 0,05), no asi en moscas jovenes (Figura
37). Este efecto no se debié a dificultades de locomocion ya que los mismos genotipos
no presentaron defectos en el paradigma de escalada bajo las mismas condiciones
geneticas y de crecimiento (Figura 36). Estos resultados sugieren un efecto progresivo
en el tiempo para ADan, presentando una mayor toxicidad y susceptibilidad de grupos
neuronales asociados a los centros de integracion de la informacion luminica a nivel
de SNC.
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Figura 37: Efecto de la sobre-expresion pan-neuronal de los péptidos sobre la respuesta
fototactica. Ensayo de fototaxis positiva en moscas de 5 y 25 dias de edad, crecidas a 25°C.
Valores expresados como porcentaje de moscas que responden a la luz. ANOVA de 2 factores,
medidas repetidas, seguido de comparaciones de Dunnett. Los asteriscos denotan diferencias

estadisticamente significativas (*p<0.05). n.s, no significativo.

Los ensayos de longevidad, geotaxis y fototaxis mostraron que a niveles
similares de transcripcion de los transgenes (Figura 24) ADan presentd mayor
toxicidad y a muy temprana edad, mientras que para ABri y AB42 la toxicidad fue
menor y progresiva con el envejecimiento. Esto va en concordancia con el mayor nivel
de acumulacién del péptido ADan respecto de AB42 y ABri evidenciado por Western
blots a partir de extractos proteicos de moscas que sobre-expresan los péptidos en el
SNC (resultados no mostrados). Sin embargo, los resultados sugieren que adn con
bajos niveles de acumulacion, ABri es mas toxico que ApR42.
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4.1.2.4 - La acumulacién no-fibrilar de los péptidos amiloides en el SNC provoca

escasa vacuolizacion.

Dado que la sobre-expresion pan-neuronal de los péptidos amiloides provoco
defectos comportamentales dependientes de la dosis y la edad, se procedié a evaluar
el estado morfoldgico del cerebro de dichos individuos.

Un parametro ampliamente utilizado para evaluar neurodegeneraciéon es la
presencia de vacuolizacion en el cerebro, como indicador de pérdida de tejido
(revisado en [157]). Para evaluar la integridad de los cerebros de las moscas que
expresan los péptidos, se realizaron cortes de cabezas embebidas en parafina y se
tineron con H&E (Figura 38). Los cerebros evaluados corresponden a moscas de 21
dias, edad en la cual ya se evidenciaron defectos comportamentales para los 3
péptidos amiloides. Los cortes se observaron bajo microscopio de luz transmitida, se
fotografiaron y luego se cuantificé el area de tejido perdida como consecuencia de la
vacuolizacion. Si bien las moscas a los 21 dias presentaron un porcentaje pequefio de
tejido perdido (< 10%), los cerebros con AB42 mostraron mayor pérdida de tejido
respecto del control (p<0,05), mientras que para ABri y ADan se observd una

tendencia estadisticamente no significativa.
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Figura 38: Efecto de la sobre-expresion pan-neuronal de los péptidos sobre la integridad
de cerebro. A, Secciones representativas de cortes de cerebros de moscas crecidas a 28°C
que sobre-expresan los péptidos con elav-Gal4, tefiidos con H&E. Barra= 50 ym. B, Porcentaje
del area de tejido perdida, se analizaron 8-10 hemicerebros por genotipo y la linea horizontal
marca la media de cada genotipo. Barra= 50 ym. ANOVA de 1 factor, seguido de

comparaciones de Dunnett. Los asteriscos muestran diferencias significativas (***p<0,001).
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Luego, se evalud la acumulacion y el estado de agregacion de los péptidos
amiloides en dichas zonas del cerebro mediante inmunohistoquimica. En cerebros que
sobre-expresaron AB42 se evidencid inmunoreactividad positiva con anticuerpos
especificos, revelando una acumulacién discreta, aparentemente intraneuronal,
consistente con lo previamente descripto por otros autores [122]. En el caso de ABriy
ADan se detectdé una marca con distribucion mas amplia y difusa, consistente con
acumulacion intracelular y extracelular (Figura 39). En los 3 casos, la
inmunohistoquimica mostré una clara tendencia a localizacion dorsal, en regiones con

abundancia de somas neuronales.
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Figura 39: Acumulacion de los péptidos en SNC. A, Seccién de un hemicerebro de mosca,
el rectangulo delimita el area ampliada. Barra= 50 ym. B, Depdsitos de amiloides en SNC
analizados mediante inmunohistoquimica con anticuerpos especificos y contra-tincion con
Hematoxilina. La flechas marcan los agregados discretos de AB42, mientras que para ABri y
ADan se ven agregados mas difusos. No se detecté marca con ninguno de los 3 anticuerpos en

cortes de moscas Bri,-23, mostrando la especificidad de los mismos. Barra= 25 um.
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La tincidn con tioflavina S fue negativa para todos los casos, apoyando la nocion
de depositos no-fibrilares de los péptidos amiloides en el SNC de nuestras lineas
(Figura 40).

Raton Tg 2576

Ratén control

Figura 40: Tincién con tioflavina S en cortes de cerebro. Se sobre-expresaron los péptidos
de manera pan-neuronal y se analizd la misma region del cerebro que presenté acumulacion
de los péptidos amiloides (recuadro blanco). Barra= 100 um. No se detecto tincion positiva en
ninguno de los genotipos analizados. Barra= 50 um. Como control positivo y negativo de tincion
con tioflavina S se utilizaron cortes de cerebro de ratones transgénicos Tg2576 y no
transgénicos de 20 meses. Las flechas indican tipicos depdsitos fibrilares de AB42 revelados

con tioflavina S. Barra= 200 pm.

En conjunto, estos resultados muestran que los fenotipos comportamentales se
asocian con una acumulacion no-fibrilar de péptidos amiloides, con patrones diferentes

entre genotipos y con escasa pérdida tisular.
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4.1.2.5 - La sobre-expresion de los péptidos amiloides podria ocasionar defectos
sinapticos.

Con el objetivo de evaluar si la sobre-expresion de AB42, ABri, ADan genera
defectos sinapticos, se analizaron los niveles de la proteina Bruchpilot (BRP) como
marcador de disfuncién sinaptica [126]. BRP es una proteina involucrada con la
formacion y la liberacidon de las vesiculas pre sinapticas en la zonas activas. Se ha
reportado que la proteina BRP presenta 2 isoformas de ~190 y 170 kDa [158, 159].

Se realizaron Western blots a partir de extractos proteicos de cabezas de
moscas crecidas a 28°C que sobre-expresaron los péptidos en homocigosis y se
revelaron con anticuerpos anti-BRP (Figura 41). Se analizaron muestras de moscas
jévenes y envejecidas. Se observé una tendencia (estadisticamente no significativa) a
una disminucion de los niveles de BRP (ambas isoformas) en moscas envejecidas que
sobre-expresan los 3 péptidos amiloides respecto de Bri,-23 (disminucion de ~ 10-20%

para los 3 péptidos amiloides) y no asi en moscas jovenes.
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Figura 41: Impacto de la sobre-expresion de AB42, ABri y ADan en el SNC sobre los

niveles de BRP. A partir de extractos proteicos de cabezas de moscas de 7 (A) y 21 (B) dias
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de edad se realizaron los Western blots revelados con anticuerpo anti-BRP (nc82) y se
relativizd la sefial a los niveles de actina. A la derecha, la cuantificacion de 3-4 ensayos
independientes, relativizados a Bri»-23. ANOVA 1 factor (p>0,05).
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Estos resultados podrian sugerir que los péptidos amiloides AB42, ABri y ADan
generan defectos sinapticos asociados con el envejecimiento aunque se requiere de

otros ensayos para corroborarlo.

4.1.3 -Resumen e interpretacion de los resultados.

Generamos lineas transgénicas de Drosophila sitio-dirigidas que permitieron
estudiar y comparar la neurotoxicidad provocada por AB42, ABri y ADan en el ojo y en
el SNC.

Mostramos una acumulacién diferencial in vivo de los 3 péptidos amiloides,
siendo ADan el de mayor grado de acumulacion, seguido por AB42 y a su vez, ABri.
Esto sugiere que habria mecanismos de degradaciéon mas eficientes para ABri
respecto de ADan y/o que las dinamicas de agregacion intrinsecas de cada péptido

estarian directamente involucradas en su acumulacion diferencial.

Encontramos que la sobre-expresion de niveles moderados de los péptidos
amiloides son suficientes para causar toxicidad tanto en ojo como en el SNC,
examinado mediante distintos paradigmas. El patrén general indica una mayor
toxicidad de ADan respecto de ABri y AB42. Ademas, a pesar de los bajos niveles de

acumulacion de ABri, éste fue mas toxico que AR42.

Evidenciamos acumulacion no-fibrilar de los péptidos amiloides, lo que sugiere la
presencia de especies con menor grado de agregacion, posiblemente oligoméricas y
solubles en detergentes. Estos resultados estan en concordancia con lo reportado
para varias enfermedades neurodegenerativas asociadas a la acumulacion de
péptidos amiloidogénicos, incluyendo la EA, en las cuales las especies oligoméricas

solubles serian mas toxicas que el producto final de agregacion de tipo fibrilar [160].
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4.2 - Capitulo 2: Vulnerabilidad selectiva de grupos neuronales a los

péptidos amiloides.

4.2.1 —Las neuronas laterales ventrales resisten a los efectos neurotdoxicos de

los péptidos amiloides AB42, ABri y ADan.

El ritmo circadiano es un mecanismo auténomo de célula, basado en
oscilaciones intrinsecas de 24 h de los productos de 4 genes, en Drosophila: period,
timeless, clock y cycle, que se controlan mediante ciclos de retroalimentacion negativa
[161]. En la mosca hay ~150 neuronas, clasificadas en 7 grupos por su ubicacion
anatémica y expresién de neuropéptidos, que controlan el ritmo circadiano. Entre ellas,
las neuronas laterales ventrales (LNv,) de Drosophila liberan el neuropéptido “pigment
dispersing factor” (PDF) para sincronizar las oscilaciones moleculares del resto de la
red circadiana [162-164].

En relacién a EA, Rezaval y colaboradores demostraron que la sobre-expresion
de APP humano en las LNv provoca desconsolidacion de la actividad ritmica
circadiana con el envejecimiento, asociado a un proceso neurodegenerativo de dichas

neuronas [148].

Con el objetivo de evaluar si tanto Ap42 como ABri y ADan provocan
neurotoxicidad en las LNv (Figura 42 A) se procedié a expresar los péptidos utilizando
el promotor pdf-GAL4 [165] y analizar el efecto producido por los mismos en el
comportamiento locomotor circadiano. La sobre-expresion de los amiloides en las LNv
ya sea en heterocigosis (no mostrado) o en homocigosis no afecté el patron locomotor
circadiano de las moscas, evidenciado por los parametros de porcentaje de ritmicidad
de la poblacion y el periodo promedio correspondiente a cada genotipo, ni aun en

individuos envejecidos. (Figura 42 By C).
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Genotipo Edad | Ritmicidad | Periodo | Nro de Nro.
(%) (horas) exp. |individuos
pdf-GAL4>Bri2-23 x2 | 3-5 90,6 23,9 2 43
pdf-GAL4>ARB42x2 3-5 100 23,8 2 40
pdf-GAL4>ABrix2 35 96,4 24 2 60
pdf-GAL4>ADanx2 3-5 100 24 2 59
pdf-GAL4>Bri2-23 x2 | 20-25 89,9 24,2 2 49
pdf-GAL4>AR42x2 | 20-25 100 24,2 2 40
pdf-GAL4>ABrix2 20-25 97,8 24,3 2 54
pdf-GAL4>ADanx2 | 20-25 100 24,3 2 a7

Figura 42: Efecto de la sobre-expresion de los péptidos en las neuronas laterales
ventrales, PDF positivas, sobre el comportamiento locomotor circadiano. A,
Inmunofluorescencia anti-PDF, las flechas marcan los cuerpos neuronales y las proyecciones
de las neuronas al protocerebro dorsal (pd) y l6bulos épticos. Barra= 100 ym. B, Actogramas
representativos de los 4 genotipos correspondientes a individuos jovenes (3-5 dias) y
envejecidos (20-25 dias) que sobre-expresan los péptidos utilizando pdf-Gal4. Se muestran los
3 primeros dias de luz/oscuridad y los siguientes corresponden a oscuridad constante (fondo
sombreado en gris). C, Calculo del porcentaje de moscas ritmicas, periodo promedio del
genotipo, numero de experimentos y numero de individuos totales en moscas jovenes y
envejecidas. No se detectaron diferencias significativas entre las moscas que sobre-expresan
los amiloides respecto a su control Bri,-23, para ninguno de los 2 parametros evaluados.
ANOVA de 2 factores (p>0,05).
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elav-GAL4>ADanx2 3-5 33,3 23,6 1 27
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Figura 43: Efecto de la sobre-expresion pan-neuronal de los péptidos sobre el patron de
actividad locomotora ritmica. A, Inmunofluorescencia anti-ELAV, marca los nucleos de las
neuronas en las distintas areas del cerebro, aqui s6lo se marcé pd, protocerebro dorsal; lo,
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I6bulo 6ptico; me, medula. Barra= 100 um. B, Actogramas representativos de los 4 genotipos
correspondientes a individuos jovenes (3-5 dias) y envejecidos (15-18 dias). Se muestran los 3
primeros dias bajo ciclos de luz/oscuridad y los siguientes en oscuridad constante (fondo
sombreado en gris). C, Calculo del porcentaje de moscas ritmicas, periodo promedio del
genotipo, nimero de experimentos y numero de individuos totales en moscas jovenes y
envejecidas. D, Cuantificacion de la actividad total diaria para cada genotipo en individuos

jovenes y envejecidos. ANOVA de 1 factor (p>0,05).

Si bien las LNv forman parte del marcapasos central que controla el
comportamiento locomotor circadiano, deben enviar y recibir informacion al resto de la
red circadiana para mantener su correcto funcionamiento. Entonces se procedié a
evaluar si la sobre-expresidn pan-neuronal de los amiloides podria afectar el
comportamiento ritmico circadiano (Figura 43 A). En una primera aproximacion (1 sélo
experimento) se observé que la sobre-expresion pan-neuronal de ABri y ADan provoco
desconsolidacion de la actividad locomotora ritmica respecto el control Bri»-23 tanto en
individuos jovenes como en envejecidos, mientras que para AB42 no seria tan
evidente el fenotipo téxico (Figura 43 B y C). Cabe destacar que se descarté que los
efectos se deban a diferencias en la actividad total registrada para cada genotipo
(Figura 43 D).

En conjunto estos resultados indican una llamativa resistencia por parte de las
LNv a la toxicidad de niveles moderados de los 3 péptidos amiloides, mientras que la

sobre-expresion pan-neuronal seria capaz de afectar dicho comportamiento.

4.2.2 - Busqueda de grupos neuronales susceptibles a los péptidos amiloides

toxicos.

En la seccién anterior mostramos la alta resistencia a la toxicidad amiloide de un
subgrupo de neuronas (LNv, PDF positivas) involucradas en el control de la actividad

locomotora circadiana.

El fendmeno de vulnerabilidad selectiva de grupos neuronales es practicamente
universal en las enfermedades neurodegenerativas. No se conoce por qué la
acumulacion de una determinada proteina afecta selectivamente a un subgrupo
neuronal y/o una zona especifica del cerebro, mientras otros subgrupos neuronales
son altamente resistentes. Se cree que las caracteristicas propias de cada subgrupo

neuronal, asi como su ubicacién y conexiones neuronales, influencian su destino
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durante el envejecimiento [166]. Sin embargo, los factores moleculares y celulares que

determinan si una neurona sucumbe o resiste no han sido identificados.

Las células poseen mecanismos de defensa frente a la presencia de
“estresores”. Estas pueden experimentar diferentes tipos de estrés, incluyendo
proteinas mal plegadas, altas demandas biosintéticas y de secrecion, alteraciones en
el balance redox, alteraciones en los niveles de calcio, respuestas inflamatorias y
envejecimiento [167-170]. Notablemente, los sensores de estrés asociados al sistema
de membranas del reticulo endoplasmico (RE) juegan un rol importante en las
respuestas de adaptacion frente a alteraciones fisiologicas y en respuesta a estresores
[168, 169]. La acumulacion de proteinas mal plegadas en el lumen del RE es la mayor
fuente de estrés del RE, lo que conlleva a un amplio espectro de respuestas celulares
denominadas “Respuesta a Proteinas mal Plegadas” (UPR: por sus siglas en inglés

“Unfolded Protein Response”).

En células de mamiferos hay 3 vias de respuesta de UPR mediadas por
“inositol-requiring enzyme 1” (IRE-1), “protein kinase RNA-like endoplasmatic reticulum
kinase” (PERK) y “Activating Transcription Factor 6” (ATF6) (revisado en [171]). La
respuesta de IRE-1 es la mas conservada entre especies y una vez activada la via,
IRE-1 provoca el splicing no convencional del ARN mensajero de “X-box binding
protein 1” (XBP-1) promoviendo la transcripcion de genes efectores de UPR. En
Drosophila los mecanismos de activacion de UPR estan relativamente conservados.
Se identificaron y caracterizaron las vias de IRE-1 y PERK y aunque se describié una
proteina con identidad de secuencia con ATF6 (CG3136) aun se desconoce su

participacion en la respuesta UPR [172].

En este trabajo, se utilizd la respuesta a UPR mediada por IRE-1 como una
aproximacioén al problema de la vulnerabilidad o resistencia neuronal a los depdsitos

amiloides.

4.2.2.1 - Los péptidos amiloides disparan respuesta de UPR, via IRE-1.

Casas-Tinto y colaboradores reportaron que la sobre-expresion de AB42 en el
ojo de Drosophila induce activacion de la respuesta a estrés de RE mediante la via de

IRE-1 a través del splicing no convencional del ARN mensajero de XBP1 [173].

Se procedié a evaluar si la co-expresion de los péptidos con UAS XBP1-GFP
(reportero estrés de RE, ver Materiales y Métodos) inducia estrés de RE en el ojo de

Drosophila. Para ello se realizaron inmunofluorescencias de disco imaginal de ojo a
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partir de larvas 3. La Figura 44 muestra, en primer lugar, el patrén de expresion de
GFP nuclear dirigido por GMR en fotorreceptores. Al sobre-expresar los péptidos
AB42, ABri y ADan en dicho tejido se observé activacion de la respuesta a estrés RE

en la zona esperada, no asi con Bri,-23 (Figura 44).

A B C
GMR-GAL4>nGFP  GMR-GAL4>Bri2-23x2,

XBP1GFP

Antena 1
ojo
D E F
GMR-GAL4> AB42x2, GMR-GAL4> ABrix2, GMR-GAL4> ADanx2,
XBP1GFP XBP1GFP XBP1GFP

Figura 44: Efecto de la expresion de los péptidos sobre la inducciéon del splicing no
convencional de XBP1. Los discos imaginales son grupos de células presentes en la larva
que van a dar origen a todas las estructuras externas definidas en el adulto, luego de la
metamorfosis. A, Esquema del disco imaginal de antena-ojo en larva 3 tardia. En la zona
posterior (P) del ojo se produce una oleada de diferenciacioén en la que participa la proteina
GLASS. B, Inmunofluorescencia anti-GFP muestra el patrén de expresion de GFP nuclear bajo
el promotor GMR-GAL4. Inmunofluorescencias anti-GFP muestran el patron de activacion del
reportero XBP1-GFP en lineas que sobre-expresan C, Bri»-23x2 D, AB42x2, E, ABrix2 y F,
ADanx2. Barra= 50 pym.

Si bien los 3 péptidos amiloides fueron capaces de inducir la respuesta a estrés
de RE, se observo superposicion parcial con la marca de GFP nuclear, sugiriendo que
los precursores de fotorreceptores provocan una respuesta de estrés de RE

heterogénea y diferencial frente a la sobre-produccion de los péptidos amiloides.
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Posteriormente utilizamos esta metodologia para evaluar si la sobre-expresion
de los péptidos amiloides inducia activacion de respuesta de estrés de RE y/o afectaba
diferencialmente algun subgrupo neuronal en particular. Para ello se co-expresaron los
4 péptidos y el reportero XBP1-GFP de manera pan-neuronal (mediante elav-GAL4) y
se evalud la activacion del reportero de estrés de RE por inmunofluorescencia en

cerebros enteros de moscas adultas crecidas a 28°C.

Se evidenci6 la activacién de XBP1 por co-expresién de los amiloides; AB42,
ABri y ADan y practicamente ninguna por parte de Bri,-23. En la figura 45 se muestran
imagenes representativas de los 4 genotipos; en rojo se observa la marca de RFP bajo
el promotor de Pax6 (construccion que pertenece a las lineas sitio-dirigidas y que aqui
fue utilizado unicamente para ubicar la misma zona del cerebro entre genotipos) y en
verde la presencia de inmunoreactividad positiva para GFP, reportera de activacion de
la respuesta de estrés de RE via IRE-1. Dado que XBP1 es un factor transcripcional, la
construccion de fusion XBP1-GFP reporta inmunoreactividad de GFP mayormente en
el nucleo. Por ello, al realizar una doble marcacién con anti-ELAV observamos co-
localizacion con la marca GFP (Figura 45, panel inferior). Sin embargo, no todas las
neuronas ELAV positivas presentaron colocalizacion con GFP, indicando que la
activacion de la respuesta de estrés de RE fue restringida a ciertos grupos neuronales.
Este patron acotado podria estar asociado a una respuesta diferencial de las neuronas
a la presencia de los amiloides toxicos. A su vez, cabe destacar que el hecho que Bri,-
23 provoque muy baja o nula activacion de la respuesta de estrés de RE es indicativo
de que dicha respuesta no es mero producto de la sobre-expresién de proteinas en la

via secretoria.
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elav-GAL4> elav-GAL4> elav-GAL4> elav-GAL4>
Bri2-23, XBP1GFP AR42, XBP1GFP ABri, XBP1GFP ADan, XBP1GFP

Figura 45: Efecto de la sobre-expresion pan-neuronal de Bri,-23, AB42, ABri y ADan
sobre la respuesta a estrés de reticulo via XBP1. Imagenes representativas de la co-
expresion de los péptidos con el reportero XBP1-GFP. Barra= 50 uym. En el panel superior se
muestra la marca RFP que corresponde al patron de Pax6, Unicamente utilizado para ubicar el
mismo plano del cerebro. En el panel intermedio se muestra la marca anti-GFP. Barra= 50 um.
En el panel inferior se muestra una ampliaciéon de la zona recuadrada en el panel intermedio
que corresponde a la doble marcacion de anti-GFP (activacion del reportero de XBP1) y anti-
ELAV. Barra= 20 um.
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A continuacion, con el objetivo de analizar la progresion de la respuesta en el
tiempo, se procedié a evaluar en distintas edades el patron de activacion del reportero
XBP1-GFP y a cuantificar la intensidad de la fluorescencia de GFP. En cuanto a la
localizacion de la marca, se observd mayoritariamente activacion de la respuesta a
estrés de RE en la zona del protocerebro dorsal, en regiones posteriores a los I6bulos
antenales (LA) y los cuerpos pedunculados (CP), como se muestra en la figura 46 A y
B. En cuanto a la intensidad de la marca registrada en dicha zona, las moscas jovenes
que sobre-expresaron ADan presentaron una mayor activacion del XBP1 respecto del
resto (p<0,05), mientras que las moscas que sobre-expresaron AB42 reportaron una
activacion creciente en intensidad con el envejecimiento. En el caso de ABri, las
moscas presentaron niveles de activacion similares a todas las edades, mientras que

Bri,-23 practicamente no mostroé activacion del reportero (Figura 46 C).

En conjunto, estos resultados muestran que in vivo AB42, ABri y ADan son
capaces de inducir respuesta de estrés de RE, evidenciada por activacién de la lineas
reportera XBP1-GFP. Esta respuesta esta presumiblemente asociada a la
acumulacion de péptidos agregados en el RE, dado que la sobre-expresion de un
péptido no amiloidogénico, Bri-23, no provocd activacién de la via. Ademas, se
evidencié que bajos niveles de amiloides son suficientes para provocar una tipica
respuesta celular frente a proteinas mal plegadas con distinta intensidad y en distintos

grupos neuronas, indicando una clara respuesta diferencial cualitativa y cuantitativa
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Figura 46: Activacion temporal de la respuesta a estrés de RE en neuronas por sobre-
expresion de los péptidos amiloides. A, Imagenes representativas de inmunohistoquimicas
anti-GFP de cerebro de moscas adultas a 7,14 y 21 dias de edad. Las flechas marcan las
zonas de mayor sefial de GFP. Barra= 100 ym. B, Patron de expresién de GFP nuclear (verde)
y RFP de membrana (violeta) bajo el promotor elav-GAL4. Barra= 100 ym. C, Cuantificacién de
la intensidad de fluorescencia registrada como consecuencia de la activacion del reportero

XBP1-GFP en zonas comparables del cerebro y a distintas edades. Se muestran las medias +
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error estandar. ANOVA de 2 factores seguido de comparaciones de Bonferroni. Las letras

distintas indican diferencias significativas para cada edad (p<0.05). U.A= unidades arbitrarias.

4.2.3 - Resumen e interpretacion.

Mediante 2 estrategias distintas encaramos el estudio de la respuesta neuronal a

diferentes péptidos amiloides.

Encontramos que las neuronas marcapaso central de Drosophila (LNv) resultan
resistentes a los agregados toxicos amiloides, mientras que la sobre-expresiéon pan-
neuronal de los amiloides logra desconsolidar los ciclos de actividad/reposo en las
moscas. Estos resultados denotan que las neuronas centrales en el control de la
actividad locomotora circadiana parecen resistir a los amiloides toxicos, mientras que
otras neuronas que participan en el control de los ritmos circadianos serian

vulnerables.

Mostramos que AB42, ABri y ADan son capaces de inducir estrés en el RE y
promover activacion de la via IRE-1/ XBP1, no asi el péptido no amiloidogénico Bri,-
23, sefialando un claro efecto asociado a la acumulacion de proteinas agregadas en el
RE. Sin embargo, y de acuerdo con el concepto de vulnerabilidad y/o resistencia
selectiva, la respuesta de estrés de RE por la via de IRE-1 fue restringida a pesar de la
expresion pan-neuronal de los péptidos amiloides, sefialando susceptibilidad

diferencial por parte de distintos grupos neuronales, aun no identificados.
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4.3 - Capitulo 3: Busqueda de genes moduladores de la toxicidad de AB42.

4.3.1 - Rastrillaje genético en busca de moduladores de la toxicidad de AB42.

Con la intencion de desarrollar un método de rastrillaje genético eficiente que
permita identificar nuevos moduladores de la toxicidad de AB42 y teniendo en cuenta
que el envejecimiento es el mayor factor de riesgo para EA, decidimos utilizar el
comportamiento de escalada (geotaxis negativa) para evaluar interacciones génicas a

distintas edades.

4.3.1.1 - Caracterizacion de la linea de AB42 elegida.

Los niveles de AB42 alcanzados por la linea elav-GAL4>AB42Hj2.12 provocaron
un fenotipo intermedio de escalada que podria ser mejorado o empeorado por efecto
de las interacciones génicas (Figura 47). Ademas, el fenotipo toxico se evidencioé con
el envejecimiento, de tal manera que permitia testear nuestra hipotesis de que la
acumulacion de ABR42 es un factor importante pero no suficiente para el desarrollo de
la enfermedad de Alzheimer, debiendo existir otros factores relacionados con el

envejecimiento cerebral.

Cabe destacar que dado que la linea AB42Hj2.12 fue generada por inserciones
al azar en el genoma, se incluyeron los controles pertinentes en el analisis. Es decir
que se descartd que tanto la linea promotora elav-GAL4 como la linea transgénica
AB42Hj2.12 presenten defectos en la escalada por si solas. Por otra parte, se
corrobord que la sobre-expresion elav-GAL4>AB42Hj2.12 provoque una disminucion
en la respuesta geotactica solo en moscas envejecidas (p<0,05) y no en moscas
jévenes, cumpliendo con las condiciones deseadas para el rastrillaje genético (Figura
47).
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Figura 47: Efecto de la sobre-expresion pan-neuronal de ABHj2.12. Cuantificacion de la
distancia recorrida en 10 seg por los genotipos elav-GAL4, elav-GAL4>AB42Hj2.12 y
AB42Hj2.12 en moscas jovenes y envejecidas, crecidas a 25°C. Se muestran las medias + error
estandar. ANOVA de 2 factores, seguido de comparaciones de Bonferroni. Los asteriscos

indican diferencias significativas. (*p<0.05, **p<0,01).

Una vez caracterizado el comportamiento de la linea elav-GAL4>AB42Hj2.12, se
procedio a realizar el rastrillaje genético siguiendo los pasos y cuidados descriptos en
materiales y métodos.

4.3.1.2 - Resultados preliminares del rastrillaje genético

Hasta el momento se evaluaron 90 de ~ 500 lineas de la coleccion de
Deficientes del “Deficiency Kit” obtenido de Bloomington Stock Center.

(http://flystocks.bio.indiana.edu/Browse/df/dfextract.php?num=all&symbol=bloomdef).

Se identificaron 10 lineas potenciales moduladoras de la toxicidad de AB42: la linea
7676 mejoro el fenotipo y las siguientes 9 lo empeoraron: 27369, 6755, 8059, 8060,
24392, 24923, 7682, 8967 y 9152.

Confirmamos que la linea 27369 combinada con elav-GAL4>AB42Hj2.12
provoco un empeoramiento del fenotipo de escalada en moscas envejecidas respecto
de elav-GAL4>ABR42Hj2.12 (p<0,05) y que la linea 27369 por si sola no presentd
defectos en la escalada, aun en moscas envejecidas (Figura 48). Esto significa que
identificamos un hit positivo del rastrillaje genético, tal que cumple con todos los

requisitos propuestos. Resta aun confirmar las otras 9 lineas potenciales candidatas.
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Figura 48: Efecto de la combinacion entre AB42 y la linea deficiente 27369 sobre el
fenotipo de escalada. A, Fotografia representativa del ensayo de geotaxis en moscas
envejecidas a 25°C, donde se muestra los genotipos elav-GAL4>AB42Hj2.12, elav-
GAL4>AB42Hj2.12, 27369 y 27369 (linea deficiente por si sola). Las flechas marcan las
moscas dentro de los tubos de vidrio. B, Se grafico el promedio de altura alcanzado por cada
genotipo a los 10 seg de iniciado el ensayo, relativos a los valores de elav-GAL4>AB42Hj2.12
en individuos jovenes. ANOVA de 1 factor seguido de comparaciones de Bonferroni para

moscas envejecidas. Los asteriscos muestran diferencias significativas (*p<0.05).

Una vez confirmado que el fenotipo estaba determinado por la combinacion entre
AB42Hj2.12 y la linea 27369, se procedid a analizar los genes incluidos en dicha
delecion. El fragmento del genoma delecionado corresponde a 77C3-78A1 del

cromosoma 3L (http://flybase.org/reports/FBab0045889.html). Los genes incluidos en

la delecidon 27369 se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2: Genes incluidos en la linea deficiente nro. 27369.

Nombre Anotacion Citologia
atk Artichoke CG5195
CG5199 - CG5199
CG5872 - CG5872
CG5910 - CG5910
CG11796 - CG11796
CR43943 - CR43943
CR45176 - CR45176
Las Sintetasa de acido lipdico CG5231
mRpL15 Proteina ribosomal mitocondrial L15 | CG5219
dPS Presenilina CG18803
snoRNA:Me18S-U1356a snoRNA:Me18S-U1356a CR34644
snoRNA:Me18S-U1356b snoRNA:Me18S-U1356b CR34645
snoRNA:Me18S-U1356¢ snoRNA:Me18S-U1356¢ CR34646
snoRNA:Or-CD11 - CR34711
Uhg8 Uhg8 CR42454

CG, “protein coding-gene”. CR, non- protein coding-gene.

Al analizar los genes incluidos en dicha deficiente se vio que posee 15 genes
mapeados. Dado que nuestro interés original se basa en poder identificar genes
moduladores de la toxicidad de AB42 que presenten expresion génica en SNC y
posean ortdlogos humanos, la lista incluye 4 genes candidatos que cumplen con los

requisitos para un posterior analisis. Estos son:
o PS, Presenilina (CG18803).
el as, Sintetasa de acido lipdico (CG5231).
emRpL 15, Proteina ribosomal mitocondrial L15 (CG5219).
¢ 4-hidroxi-fenil piruvato dioxigenasa (CG11796).

A continuacion se describe brevemente la funcion de cada uno de los 4 genes de

interés.
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Tabla 3: Funcion de los genes candidatos

Gen Funcidn/es

Presenilina (PS) Enzima que forma parte de complejo de y secretasa, involucrada
en la protedlisis de APP, asi como de otros sustratos Notch,
ErbB4, CD44, N-E caderinas.

Sintetasa de acido lipoico | Enzima involucrada en el ultimo paso de sintesis de acido lipoico

(LAS) (insercion de azufre en los C6 y C8 del residuo octanoilo).

Proteina ribosomal Ribonucleoproteina mitocondrial, funcion aiun no caracterizada.
mitocondrial L15 (mRpL15) | Se postula su interaccién con ciclofiina D, un componente del

poro mitocondrial.

4-Hidroxi-fenil-piruvato Enzima que participa en el catabolismo del aminoacido tirosina
dioxigenasa (HPPD) mediante la conversion de 4-hidroxi fenil piruvato a &acido

homogentisico.

LAS, lipoic acid synthase. mRpL15, mitocondrial ribosomal protein L15. HPPD, 4-
hydroxyphenylpyruvate dioxygenase.

En estudios posteriores identificaremos, mediante la utilizacion de ARN de
interferencia, cual/es de los genes incluidos en la delecidon son los responsables del

aumento de la toxicidad de AB42.

Estos resultados preliminares nos sugieren que el método de rastrillaje genético
es potencialmente eficiente y nos permite identificar genes que modulen la toxicidad
de AB42 en el SNC.

4.3.2 - Resumen e interpretacion.

El método de rastrillaje genético aqui propuesto presento resultados preliminares
promisorios para identificar nuevos moduladores de la toxicidad de ApR42.

Se utilizé un comportamiento directamente asociado con el SNC y sensible al
envejecimiento, concordante con el hecho de que la edad es el mayor factor de riesgo

en las enfermedades neurodegenerativas.
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5 - Discusion

En este trabajo utilizamos Drosophila melanogaster como modelo animal para
estudiar aspectos basicos de la toxicidad de péptidos amiloides asociados a
demencias humanas. Particularmente elegimos estudiar y comparar los péptidos
amiloides asociados a EAE, que es la forma mas frecuente de demencias, DFB y DFD,
enfermedades hereditarias y muy poco frecuentes. La primera esta asociada a la
acumulacion cerebral de péptido AB42 y las dos restantes a los péptidos ABri y ADan,
respectivamente. Es destacable que DFD y DFB son las unicas enfermedades
neurodegenerativas en las cuales las respectivas mutaciones causan la produccién de
péptidos amiloidogénicos por alteracion de los marcos de lectura en el precursor BRI,
[74, 79]. Su altisima penetrancia, la relacion causal mutacion-amiloide y el fenotipo
clinico-patologico con similitudes importantes con la EA, apoyan fuertemente la

hipotesis amiloide.

Sin embargo, en EAE, el péptido AB salvaje se produce y acumula en todos los
cerebros humanos con el envejecimiento. Aunque dicha acumulaciéon es mucho mayor
en los enfermos que en los individuos no dementes, tampoco es suficiente para que se
desarrolle EA, como lo demuestran un 30% de ancianos sanos con “alta resiliencia” en
los que la neuropatologia es indistinguible a la de EA [174-176]. El problema de esta
resistencia o vulnerabilidad neuronal a la potencial toxicidad de A ha sido muy poco

estudiado experimentalmente.

La utilizacion de modelos animales permite estudiar diversos aspectos de las
patologias. Sin embargo, debemos remarcar que ninguno de los modelos animales
transgénicos desarrollados (vertebrados e invertebrados) pueden considerarse
“modelos de enfermedad neurodegenerativa” ya que soélo reproducen ciertos aspectos
muy elementales de estas enfermedades. Es en este contexto en el que deben

interpretarse nuestros resultados.

Nuestras lineas se disefaron especificamente para el estudio de la
neurotoxicidad de los péptidos AB42 (salvaje) ABri y ADan. Esto difiere de varios
modelos animales de estas enfermedades en los que se sobre-expresa y/o se
reemplaza un precursor salvaje por su version mutada, debiendo ser procesado y cuya
eficiencia influye en los niveles de péptidos producidos y por consiguiente, en la
toxicidad amiloide. Esto implica que nuestros modelos de sobre-expresion de los
péptidos amiloides permiten estudiar los aspectos relacionados sélo a la toxicidad
amiloide, independientemente de los posibles efectos en los que estan implicados las

proteinas precursoras y/o sus otros productos de protedlisis. Ademas, nosotros
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contamos con una linea transgénica control que sobre-expresa un péptido no
amiloidogénico Bri,-23, que tiene el mismo procesamientos en la via secretoria que los
péptidos amiloides. Esto implica que al comparar los efectos producidos por la sobre-
expresion de los amiloides con el péptido control, nos independizamos de los posibles

efectos no controlados asociados a la sobre-expresion general de proteinas.

Es asi que la comparacion controlada de la toxicidad entre péptidos, la deteccion
de respuesta diferencial neuronal a los mismos y la posibilidad de encontrar
interacciones genéticas que modulen dichos efectos son muy factibles en Drosophila 'y

pueden contribuir a comenzar a comprender estos interrogantes.

5.1 - Acumulacion y toxicidad diferencial de AB, ABri y ADan.

En nuestros modelos de Drosophila pudimos evidenciar produccion vy

acumulacion de los péptidos amiloides AB42, ABri y ADan asociados a neurotoxicidad.

Los fenotipos neurotéxicos encontrados por la sobre-expresion de los péptidos
amiloides en el ojo fueron moderados, sin presentar el desarreglo grosero tipicamente
llamado “ojo rugoso” (que involucra fusién de omatidias contiguas, perdida de quetas
mecanosensociales y hasta apoptosis de fotorreceptores) reportado para otras
proteinopatias inducidas por transgénesis en Drosophila [177]. Destacamos que sélo
podemos comparar en la bibliografia lo reportado con AB ya que no hay modelos de
mosca descriptos para ABri y ADan. Al correlacionar la toxicidad en el ojo con los
niveles de AB42 alcanzados, medidos por ELISA, se evidencié un claro efecto téxico
dosis dependiente, concordante con lo reportado previamente [123]. Dado que los
fenotipos neurotoxicos encontrados para AB42, ABri y ADan fueron sutiles (algunas
omatidias fusionadas y pérdida de quetas), los datos sugieren que nuestras lineas
expresan niveles relativamente bajos de los péptidos. Sin embargo, dichos niveles
alcanzados fueron suficientes para provocar dafios sutiles en la retina, los cuales

fueron evidentes al estudio con microscopia electronica de barrido ambiental.

A nivel bioquimico, encontramos que los péptidos, correctamente procesados en
la via secretoria, se acumularon en forma diferencial. Cabe destacar que observamos
que la adicion N-terminal del tag de His provoco un aumento en la acumulacion in vivo
tanto para AB42 como en ABri, no asi para ADan. Creemos que esto posiblemente se
deba a que ADan presenta una muy rapida cinética de la agregacién, como se ha
reportado en estudios in vitro [90, 91]. De todas maneras, combinando los resultados

de Western blots de los péptidos con y sin tag de His e inmunohistoquimica podemos
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concluir que ADan se acumulé mas que AB42 y ABri, lo cual se asociaria con su mayor
toxicidad evidenciada por los resultados del fenotipo externo e interno de la retina. A
su vez, los niveles de acumulacién de ABri resultaron menores que los de AB42. De
hecho, la dificil deteccion de ABri con anti-His o con su anticuerpo especifico sugiere
que su vida media es mas corta que ADan y AB42, indicando una eficiente remocion
celular. En los modelos de ratones transgénicos con el precursor BRI, mutado y aun
con niveles de alta expresion de su precursor, no se ha podido detectar presencia del
péptido ABri [82] lo que apoya la idea de un metabolismo distinto para éste péptido,
aun no estudiado en detalle. Sin embargo, a pesar de sus bajos niveles, en nuestro

modelo se pudo evidenciar toxicidad al sobre-expresar ABri en ojo.

En cuanto al estado de agregacion de los péptidos, en los tres casos, fueron
solubilizados en su mayor parte con detergentes (>85% del total) y no se detectaron
depdsitos con tioflavina S lo que indica que in vivo no adoptaron la forma fibrilar

amiloide.

En el SNC, al utilizar un promotor de expresiéon pan-neuronal, se pudo detectar
funcionalmente la neurotoxicidad de los péptidos amiloides en diversos paradigmas
incluidos la sobrevida, geotaxis negativa y fototaxis positiva. Estos ultimos son
comportamientos motores complejos que requieren integracion de sefales mecanicas
0 luminicas en circuitos neuronales del SNC que no estan completamente
caracterizados. Se evidenciaron diferencias importantes en cuanto al grado de
toxicidad inducida por cada péptido. El efecto en el acortamiento de sobrevida fue
mayor para ADan, seguido por ABri y AB42. En individuos jovenes, a los 7 dias post
eclosion, ADan indujo defecto en el comportamiento de geotaxis negativa mientras que
dicho efecto aparecio a los 14 y 21 dias de edad con ABri y AB42, respectivamente. El
compromiso del reflejo fototactico fue solo inducido por ADan en individuos
envejecidos. Los niveles de expresion de los 3 péptidos en SNC fueron probablemente
menores que en el 0jo ya que bajo las mismas condiciones de extraccion de proteinas
y numero de cabezas, solo pudimos detectar por Western blot inmunoreactividad para
ADan, identificando monoémeros y posibles tetrameros. La acumulacién de ABR42 en
SNC pudo detectarse mediante ELISA de captura con anticuerpos especificos. Estas
diferencias entre los niveles de péptidos en ojo y SNC podrian atribuirse a las
eficiencias relativas de los promotores, siendo GMR mas eficiente que ELAV quizas
por los patrones temporales de expresion (glass con un alto pico de expresiéon en
precursores de fotorreceptores y elav en forma constitutiva en neuronas post
mitéticas). A su vez, los distintos tejidos pueden generar distintas respuestas frente a

niveles similares de péptidos amiloides.
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Nuevamente, pese a niveles bajos/moderados de expresion, los péptidos fueron
capaces de inducir neurotoxicidad, aqui mas claramente asociada al envejecimiento
destacando que ADan mostré mayor toxicidad que ABri y a su vez que AB42. Esto nos
sugiere nuevamente que los bajos niveles de de acumulacion alcanzados por ABri,
son suficientes para provocar neurotoxicidad, reflejando una propiedad quizas

relacionada a la estructura primaria de este péptido.

El andlisis histoldgico e inmunohistoquimico cerebral permitié ver efectivamente
depdsitos de los 3 péptidos amiloides. Estos depdsitos estaban principalmente
restringidos a la region del protocerebro dorsal, quizas por la mayor abundancia de
somas neuronales y no hubo una distribucién homogénea a lo largo y ancho del corte
de cerebro. En el caso de AB42, los depdsitos parecieron mayormente intracelulares,
con un patréon similar al descripto en un trabajo anterior de otro grupo [122]. Para ABri
y ADan, la inmunotincion fue un poco mas difusa, sugiriendo acumulacion intra y
extracelular, resultados concordantes con ensayos en cultivos celulares en los cuales

detectan ABri y ADan tanto en medio condicionado como intracelular.[86].

Repitiendo el patrén encontrado en el ojo, en ninguna de las lineas se detectaron
depdsitos tioflavina S positivos en cerebro, indicando la ausencia de conformacion
fibrilar. Estos resultados de depdsitos restringidos no-fibrilares son compatibles con
mecanismos de toxicidad asociadas a oligdmeros solubles de bajo orden con alta
capacidad de difusion. [178, 179].

La escasa vacuolizacion observada para AB42 y casi nula para ADan y ABri
apuntan a mecanismos de toxicidad funcionales, probablemente a nivel sinaptico, que
no llegan a provocar dafo estructural y pérdida masiva de tejido. Ensayos
electrofisioldgicos y bioquimicos con mutantes de AB mostraron disfunciéon sinaptica
tanto en modelos de Drosophila [126] [128] como en ratones transgénicos para APP
[180]. Como una aproximacion a estos resultados evaluamos el efecto de la sobre-
expresion de los péptidos amiloides sobre los niveles la proteina pre-sinaptica BRP.
Estos mostraron una tendencia a una disminucion de las dos isoformas de BRP sobre
todo en el modelo de sobre-expresion de ADan; aunque no fue estadisticamente
significativa respecto del control Bri,-23. Creemos que los efectos neurotdxicos
evidenciados por el comportamiento podrian estar causados por una disfuncion
sinaptica en zonas especificas del cerebro, quizas la técnica de Western blot pierde
sensibilidad al no permitir discriminar regiones afectadas. El empleo de técnicas de
inmunohistoquimica e electrofisiologia podrian permitir un mejor estudio de la pérdida

de conectividad sinaptica.
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Los resultados muestran que tanto para AB42 como para ADan los grados de
toxicidad se correlacionan directamente con los niveles de acumulacion. En cambio
ABri provoco toxicidad leve, comparable a la de AB42, pero presentd una menor
acumulacion in vivo. Estos resultados concuerdan ampliamente con la hipétesis actual
de que la neurotoxicidad, en estas enfermedades neurodegenerativas, estaria
relacionada con la presencia de oligdbmeros solubles de proteinas o péptidos, quizas
intermediarios en la via de agregacion hacia el producto final amiloide el cual seria
mucho menos téxico [91, 181]. Ademas, se ha reportado que los oligdmeros de AB42
bloquean la transmision sinaptica, provocando una disminucion en la liberacion de
vesiculas pre-sinapticas [182]. A su vez, se ha postulado que la toxicidad de
oligdbmeros de ABri, ADan y AR podria relacionarse con su capacidad de formar

estructuras en membrana similares a canales iénicos de baja selectividad [95].

En resumen, nuestros modelos de Drosophila de insercion sitio-dirigida y bajos
niveles de expresion fueron adecuados para mostrar acumulacion y toxicidad
moderadas pero significativas en el ojo y en el SNC con los 3 péptidos amiloides. La
neurotoxicidad fue dependiente de la edad y concuerda con resultados publicados por
Roger y colaboradores quienes mostraron que la induccién de la expresion pan-
neuronal de la variante genética Ap42 “artico” (ABE22G), asociada a EA hereditaria
[183] en moscas envejecidas provoca mayor toxicidad que al inducirlo en moscas
jévenes, mostrando un fuerte componente del envejecimiento a la vulnerabilidad
neuronal [184]. En nuestro caso, las moscas producen bajos niveles de péptidos que
se acumulan con la edad, evidenciando los fenotipos con el envejecimiento. A su vez,
nuestros modelos presentan acumulacién de péptidos no-fibrilar y ADan resulté mas
agresivo que ABri y AB42. Esto es consistente con algunos componentes de los

fenotipos observados en pacientes con EAE, DFB y DFD.

Mientras que EAE es una enfermedad de comienzo tardio e insidioso con
muchos afos o décadas previas de acumulacién de AR salvaje, DFB y DFD son de
comienzo mas precoz y de mayor agresividad. Mas aun, DFD precede en casi 2
décadas el comienzo respecto de DFB. En todos los portadores de mutaciones en
BRI, se produce una copia de ABri o ADan y se desarrolla la enfermedad, mientras
que no todos los individuos que acumulan masivamente AB42 desarrollan EA. En las
tres patologias, especialmente en DFD y DFB, abundan los depdsitos de péptidos en
estado no-fibrilar [74, 79]. Una situacion similar se encuentra en los modelos de
Drosophila que sobre-expresan la variante genética AB artica [185]. En cierto modo,
pareceria existir una correlacion entre algunos aspectos de estas enfermedades y el

tipo de péptido amiloide que se acumula en cada una de ellas.
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Nuestro trabajo muestra la primera comparacién de los efectos de estos péptidos
amiloides en un modelo animal con cerebro complejo pasible de manipulacion

genética para estudios controlados in vivo.

5.2 - Resistencia y vulnerabilidad selectiva neuronal a péptidos amiloides.

Habiendo caracterizado los modelos de neurotoxicidad de AB42, ABri y ADan en
Drosophila, la segunda parte de nuestro trabajo experimental se dedicé a explorar el
problema de la resistencia y vulnerabilidad selectiva de las neuronas a péptidos
amiloides. Es de destacar que esta selectividad neuronal es una propiedad comun a
todas las enfermedades neurodegenerativas asociadas a proteinas mal plegadas pero
hay muy poco trabajo experimental reportado sobre los posibles mecanismos
subyacentes. Nuestras lineas transgénicas, expresando 3 péptidos amiloides con
diferente grado de toxicidad son adecuadas para, en primer término, testear si alguno
de los péptidos se comporta como “neurotoxina” universal y segundo, identificar

poblaciones neuronales con respuesta diferencial a amiloides.

Para ello utilizamos dos estrategias diferentes: 1) dirigir los péptidos a grupos
neuronales con promotores especificos y 2) expresar los péptidos en forma pan-

neuronal y observar una respuesta celular particular, en este caso la de estrés de RE.

Mediante el promotor pdf se expresaron 2 copias de Bri»-23, AB42, ABri y ADan
en las neuronas laterales ventrales que controlan la actividad locomotora circadiana.
Estudios previos de nuestro grupo colaborador mostraron que la sobre-expresion de la
proteina APP humana produce toxicidad en este circuito que se evidencia por pérdida
de la actividad locomotora ritmica [148]. Dado que Drosophila presenta baja actividad
proteolitica de B-secretasa [115] que corta el amino-terminal para generar AB, el efecto
téxico posiblemente no se deba a acumulacién de este péptido y se atribuye a un
defecto en el transporte axonal [120]. Estos resultados concuerdan con reportes de
Stokin y colaboradores donde senalan los defectos ocasionados por sobre-expresion

de APP en transporte axonal independiente de A [186].

La sobre-expresion de AB42, ABri y ADan en neuronas PDF+ no produjo
ninguna toxicidad detectable en este comportamiento ni en individuos jovenes ni en
envejecidos. Posteriormente a la publicacion de nuestros resultados se reportd que la
sobre-expresion de distintas variantes de AP con capacidad de agregacion creciente
en las neuronas laterales ventrales no produjo alteraciones en la actividad locomotora

ritmica circadiana [187]. Estos resultados indican que por lo menos este subgrupo
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neuronal, al ser directamente desafiado con péptidos amiloides, presenta una notable
resistencia a la toxicidad. Se podria especular que las neuronas PDF tienen un
sistema de degradacion y/o eliminacion de péptidos amiloides altamente eficiente,

aunque este mecanismo debera ser explorado experimentalmente.

El mismo paradigma comportamental fue estudiado al sobre-expresar los 3
péptidos amiloides en forma pan-neuronal. En este caso, los péptidos mas
amiloidogénicos, ADan y ABri, provocaron la desconsolidacion de la actividad
locomotora circadiana en individuos jovenes y envejecidos En estudios similares
utilizando la variante genética agresiva de AB (AB “artica”) o AR expresado en tandem
[188] evidenciaron resultados semejantes [187, 189]. A pesar de la desconsolidacién
de la actividad locomotora ritmica, el funcionamiento del reloj molecular en la neuronas
PDF no se encontré afectado, indicando nuevamente su resistencia a la toxicidad
amiloide. Tanto en nuestro estudio como en los reportados se descarté un defecto
general de la actividad locomotora de los individuos. Estos resultados indican que el
comportamiento especifico de actividad locomotora circadiana es vulnerable a la
sobre-expresion de péptidos amiloides en el SNC, posiblemente por mecanismos rio

debajo de las neuronas marcapasos central.

En condiciones fisiologicas el correcto plegamiento de proteinas en el RE es
sensible a diversos factores incluidos el estado redox, los niveles de Ca*, de ATP, la
capacidad de glucosilacion, entre otros. La respuesta a estrés es un hallazgo comun
en las enfermedades neurodegenerativas y diversos mecanismos se han propuesto
para explicar la respuesta de estrés de RE que se observa en la EA, incluida la
produccion de AB42 [190-192]. En nuestro modelo experimental, la sobre produccién
constitutiva de péptidos de fusién conteniendo una secuencia sefial de via secretoria y
una secuencia amiloidogénica es probable que sometan al RE a una situacién de
estrés. En el disco imaginal del ojo, la expresion de los 3 péptidos amiloides utilizando
el promotor GMR revel6 la sefial de activacion mediada por IRE-1 y visualizada por
GFP debido al reportero de splicing de XBP1. Cabe destacar que al comparar la
marcacion obtenida con la expresién directa de GFP nuclear, dicha activacion no fue
homogénea y so6lo evidenciable en grupos celulares, sugiriendo que los precursores de
fotorreceptores no presentan una respuesta uniforme de estrés de RE a amiloides. A
su vez, la sobre-expresion pan-neuronal de los péptidos amiloides mostré patrones de
activacion de la respuesta a estrés de RE mas heterogéneos, encontrandose
importantes diferencias cualitativas y cuantitativas en neuronas dependiendo de su

localizacion, los péptidos expresados y la edad.
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Uno de los objetivos de evaluar la activacion de estrés de RE fue identificar
neuronas que se activen diferencialmente, denotando cierto grado de susceptibilidad o
resistencia a los péptidos amiloides. La identificacion de las mismas podria aportar
conocimiento sobre estas propiedades selectivas. Debido al método utilizado, la sefal
fluorescente fue de localizaciéon nuclear (por la translocacion de XBP1-GFP), por lo
que esta herramienta nos brinda informacion respecto de la ubicaciéon de los cuerpos
neuronales que responden, no asi de hacia donde proyectan. Una de las primeras
regiones que presentd marca de GFP positiva corresponde a grupos neuronales
posteriores a los l6bulos antenales (figura 46B), presentando una localizacion medial y
ligeramente dorsal, aunque la informacién por el momento no es suficiente para
identificarlos. Por otra parte, ciertas estructuras pueden ser excluidas; como el I6bulo
optico, la médula, la zona central del calyx y la regién mas rostral del I6bulo antenal,
entre otros. Tampoco tienen el patrén tipico de las neuronas del reloj central (LNv). La
utilizacién de promotores especificos complementara este estudio para identificar las

neuronas involucradas.

Es interesante remarcar que, a pesar de ser constitutivamente sobre-expresado,
el péptido Bri,-23 no generd una respuesta detectable. Es muy probable que Bri,-23,
un péptido sin tendencia a la auto-agregacion, no imponga una carga al sistema de

chaperonas de RE.

Por otra parte, la aparente correlacion temporal entre la intensidad y extension
de la respuesta de estrés de RE con la toxicidad relativa de los péptidos amiloides
podria sugerir que se puso en evidencia un mecanismo patogénico. Sin embargo,
estos resultados deben ser interpretados con cautela hasta no manipular
genéticamente la respuesta a estrés de RE y observar el grado de respuesta toxica.
Es probable, como se ha postulado anteriormente [118, 173] que la respuesta de
estrés de RE, al promover la autofagia y degradacion de proteinas mal plegadas, sea
un mecanismo protectivo. También es plausible que exista un limite temporal, quizas
relacionado con el envejecimiento neuronal, en el que la persistencia del estimulo de
estrés lleve a dafios irreversibles funcionales y estructurales. El estudio de la relacion
entre los procesos de respuesta a estrés de RE, autofagia, disfuncién mitocondrial y
toxicidad de péptidos amiloides tiene potencial relevancia para buscar nuevas
estrategias terapéuticas en estas enfermedades. Para discernir experimentalmente
cuando y por qué un mecanismo proteostatico deja de ser protectivo, los modelos de

Drosophila pueden ser de gran utilidad.
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5.3 - Rastrillaje genético en busca de moduladores de la toxicidad de
AB42 en SNC.

Nuestra estrategia de rastrillaje genético para la busqueda de genes
moduladores de la toxicidad de APB42 es la primera en utilizar un paradigma
comportamental que refleja neurotoxicidad en el SNC. Los trabajos publicados en este
sentido han utilizado el efecto tdxico en el ojo y en uno de ellos, el acortamiento de
sobrevida [140-142]. En relacion a los rastrillajes genéticos realizados en el ojo los
resultados encontrados en este trabajo muestran que los fenotipos de “ojo rugoso”
ampliamente utilizados son muy agresivos debido a la alta sobre-expresion de AB. Ello
impone un sesgo hacia la deteccién de “supresores” en detrimento de genes que
empeoren el fenotipo. En segundo lugar, no son cuantitativos ya que la seleccién se
realiza mediante inspeccion visual bajo lupa y, por lo tanto, depende mucho de la
pericia del observador. Finalmente, y quizas lo mas importante para la significacion de
los hallazgos en relacion con enfermedades neurodegenerativas, no se explora el

impacto de moduladores sobre neurotoxicidad en el SNC asociada al envejecimiento.

De hecho, un estudio realizado por Ghosh y Feany mostré que no todos los
moduladores de genes asociados a enfermedades neurodegenerativas identificados
en un rastrillaje genético en el ojo, produjeron el mismo efecto al ser evaluados en
SNC [193]. Esto resalta que si bien hay muchos mecanismos conservados entre
distintos tejidos, no son todos. Por lo que un comportamiento asociado directamente al
SNC podria permitir identificar moduladores de la toxicidad de AB42 tejido especifico,

que no fueron detectados anteriormente.

Con respecto al uso de la sobrevida, este fenotipo es muy complejo y excede el
efecto neurotoxico incluyendo multiples variables fisiologicas. Por otra parte, los
ensayos se realizaron bajo un persistente estrés térmico que, como modelo, no refleja
condiciones de envejecimiento normal. Sin desmerecer las contribuciones ya
reportadas mediante estos rastrillajes genéticos realizados y sin idealizar nuestra
estrategia, optamos por dedicar un importante esfuerzo metodolégico a optimizarla
bajo la hipotesis de una mayor relevancia de los resultados que fueran aplicables a la
EAE.

Habiendo cubierto aproximadamente un quinto del genoma de Drosophila
(~2700 genes delecionados), hemos encontrado 9 lineas deficientes que podrian
modular la toxicidad de AB42 y hasta el momento hemos confirmado una de ellas.
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En principio, estos resultados sugieren que el método es bastante astringente y
minimiza falsos positivos, un tipo de resultado que es preferible en estos estudios

masivos.

De acuerdo a los criterios impuestos de seleccion de candidatos, la linea
confirmada (27369) incluye 4 genes con ortélogos humanos y expresion en el SNC
adulto. Es interesante destacar que, en teoria, la linea 27369 presenta una
disminucién del 50% de dosis génica que no es suficiente para provocar un fenotipo
toxico de geotaxis con el envejecimiento. Tres de estos genes estan asociados a
enfermedades humanas hereditarias con compromiso del SNC y uno de ellos a la
forma mas comun de EAF. A continuacién analizaremos brevemente cada candidato

en el marco del envejecimiento y el proceso neurodegenerativo.

5.3.1 - Presenilina (PS).

Las formas mas frecuentes de EAF se deben a mutaciones en los genes de PS 1
y PS 2. Uno de los mecanismos propuestos, basado en la “hipotesis amiloide” es que
estas mutaciones aumentan en forma relativa la producciéon de AB42, la isoforma que
se acumula masivamente en el cerebro. Actualmente se sostiene que este efecto se
deberia a una pérdida de funcidén proteolitica sobre el sitio mayoritario de corte en
APP, que es 7 residuos rio abajo (equivalente a la posicién tedrica en AR 49-50),
favoreciendo el corte entre 42-43 [194, 195]. Sin embargo, la actividad proteolitica de
PS es necesaria para otros sustratos incluidos Notch, APPL1-2, ErbB4, CD44, N-E
caderinas, entre otros, cuyos efectos en el envejecimiento cerebral y su posible
participacion en EAE han sido muy poco estudiados. [196]. Mas aun, PS tiene
funciones independientes de protedlisis, particularmente en la regulacion de la
homeostasis de calcio intracelular, directamente actuando como canal pasivo en el RE
o regulando al receptor InsP3R que estarian comprometidas en presencia de
mutaciones asociadas a EAF [197-200]. De modo que la pérdida de funciones de PS
es en la actualidad el mecanismo propuesto para la patogenia de EAF asociada a sus
mutaciones. En ausencia de mutaciones, la disminucion de PS por deleciéon
condicional en ratones o mutantes heterocigotas en Drosophila (con una reduccion del
50%) producen defectos cognitivos con la edad [201-203]. Es interesante que en
Drosophila la reduccion condicional de Notch en individuos adultos provoca un
fenotipo de pérdida motora y un acortamiento de sobrevida [204]. La evolucion de los
niveles de PS endogena y/o su actividad durante el envejecimiento normal han sido

poco estudiados. En ratones machos se encontré una marcada disminucion de la
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actividad de y-secretasa sobre APP dependiente del envejecimiento. En machos y
hembras, por otra parte, hubo una disminucion de los niveles de PS1 y nicastrina y
una profunda caida en la actividad proteolitica sobre Notch a los 24 meses de edad
[205]. Un estudio in vitro sugiere que la inhibicion del metabolismo energético provoca
una menor transcripcion de presenilina 2 por una disminucién de la actividad de su
promotor y que este efecto es reversible con antioxidantes [206]. Con respecto a
cerebros humanos, no hay reportes sobre la actividad o niveles de PS con el
envejecimiento y los estudios en muestras de pacientes con EAE son contradictorios.
Mientras algunos indican una disminucién de presenilina en regiones muy vulnerables
del cerebro (hipocampo) en pacientes comparados con controles, otros muestran lo
contrario aunque en corteza frontal [207-209]. Es importante destacar que los estudios
sobre tejido cerebral de pacientes y controles deben ser tomados con cautela debido
al estadio terminal de la enfermedad, la heterogeneidad en el tiempo transcurrido post-
mortem, las regiones examinadas y en las técnicas utilizadas (hibridizacion in situ, RT-
PCR, Western blots y ensayos de actividad con sustratos sintéticos). En el contexto de
nuestros hallazgos en el rastrillaje genético y por los antecedentes mencionados, la
disminucion de la actividad de PS tiene sustento funcional para explicar el aumento del
efecto neurotdxico provocado por AB y sugieren la interesante hipotesis de que la
pérdida de funciones proteoliticas y no-proteoliticas de PS durante el envejecimiento

cerebral podrian ser un factor de riesgo para el desarrollo de EAE.

5.3.2 - Sintetasa de acido lipoico (LAS).

EL R-a-acido lipoico (LA) es un cofactor esencial para la actividad de complejos
enzimaticos que intervienen en la decarboxilacion de a-cetoacidos, un paso clave en el
metabolismo energético. Estos complejos incluyen a los de piruvato-deshidrogenasa y
a-cetoglutarato deshidrogenasa. Ademas, es cofactor de tres complejos del
metabolismo aminoacidico: deshidrogenasa de cetoacidos ramificados, 2-oxo adipato
deshidrogenasa y el sistema de degradacion de glicina. Su sintesis mitocondrial en
mamiferos ha sido descubierta en forma relativamente reciente y el ultimo paso
catalitico, la insercion de azufre en los C6 y C8 del residuo octanoilo es catalizado por
LAS.

En cuanto a la enzima que lo sintetiza, se vio que la deficiencia de LAS en
ratones KO es letal en estadios embrionarios tempranos [210, 211]. En humanos, la
mutacion en LAS R249H en homocigosis causa un grave cuadro desde las primeras

semanas de vida, caracterizado por acidosis lactica, convulsiones, cardiomiopatia,
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encefalomiopatia con edema cerebral progresando hacia microcefalia, paraparesia
espastica y muerte a los 4 afos. Los defectos metabdlicos especificos que orientaron
hacia LAS fueron la falta de oxidacion de piruvato y la acumulaciéon de glicina en
plasma. Ademas de su rol como cofactor esencial, tanto el acido lipoico como su forma
reducida son potentes antioxidantes endégenos, reaccionando con las mayores
especies reactivas de oxigeno y regenerando glutatién reducido [212]. Los ratones
heterocigotas LAS +/- se desarrollan normalmente pero tienen menor contenido de
glutatiéon en sus eritrocitos [211]. Estudios muy recientes utilizando sondas especificas
mediante tomografia de emision de positrones han podido medir in vivo la actividad del
complejo | mitocondrial [213]. En este estudio se comprobd la disminucién de la
actividad de dicho complejo en el cerebro de monos con el envejecimiento. Aunque no
hay estudios sobre los niveles de actividad de LAS cerebral durante el envejecimiento,
células con inhibicién del complejo | de la cadena respiratoria muestran que la sintesis
de “clusters” de Fe-S, de los cuales depende la actividad de LAS, entre otras, esta

severamente alterada [214].

En relacion a EA, estudios recientes en ratones triple transgénico (3xTg-AD)
mostraron el agregado de LA en la dieta provoco un incremento en la incorporacion de
glucosa al cerebro y la plasticidad sinaptica, 2 eventos afectados en las primeras
etapas de la patologia [215]. Ademas estudios en modelos animales y pacientes

apuntan a su rol anti inflamatorio y neuroprotector.[216].

De manera que un defecto parcial de LAS con el envejecimiento cerebral merece

ser estudiado como factor de riesgo y/o modulador de la toxicidad de A.

5.3.3 - 4-Hidroxi-fenil piruvato dioxigenasa (HPPD).

Esta enzima participa en el catabolismo del aminoacido tirosina mediante la
conversién de 4-hidroxi fenil piruvato a acido homogentisico. Mutaciones en el gen de
HPPD han sido asociadas causalmente a dos diferentes enfermedades metabdlicas, la
tirosinemia tipo Ill, autosémica recesiva y a la llamada hawkinsinuria, autosémica
dominante [217]. Son menos graves que otros tipos de tirosinemias, sobre todo la tipo
I, pero presentan ataxia y retraso mental de variada severidad. Los mecanismos se
desconocen, pero estudios en ratas sugieren que la acumulacion de L-tirosina
disminuye la capacidad antioxidante enzimatica y no-enzimatica y promueve el dafio
de ADN en la corteza cerebral asociado a estrés oxidativo [218]. El herbicida NTCB,
un potente inhibidor de HPPD es utilizado para el tratamiento de las complicaciones
hepatorenales en la tirosinemia tipo | al disminuir la formacion de maleilacetoacetato,

fumarilacetoacetato y sus derivados. Sin embargo, este tratamiento puede provocar
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deterioro cognitivo a largo plazo y este efecto se atribuye a niveles elevados
persistentes de tirosina en el SNC [219]. Hay dos estudios tempranos que reportan
aumento de tirosina en el liquido cerebroespinal en pacientes con EAE [220] y
demencia vascular [221]. No hay estudios sobre esta enzima relacionados con

neurodegeneracion ni su actividad con el envejecimiento cerebral.

5.3.4 - 39S proteina ribosomal L15, mitocondrial (nRPL15).

Es una ribonucleoproteina mitocondrial con posible union a secuencias poli-A.
Un estudio bioinformatico sobre la busqueda de genes que contribuyen a mantener la
pluripotencialidad y capacidad de auto-renovacion en células madre embrionarias
sugiere que un grupo de proteinas mitocondriales podrian ser importantes en estas
funciones. Una de las detectadas fue mRPL15 y se postuld su interacciéon con
ciclofilina D, un componente del poro mitocondrial de transicién que media la ruptura
de la membrana externa y la liberacion de factores apoptoticos [222]. Sin embargo,
aun no hay evidencias experimentales reportadas de dicha interaccién por lo que no
es pertinente especular sobre la funcion de mRPL15 en este proceso. Es interesante
mencionar que mRPL15 ha sido detectada como modulador supresor de la toxicidad
de AB en un rastrillaje genético realizado en ojo (publicado en la tesis “Genome-wide
screen for modifiers of AB42-induced neurodegeneration in Drosophila” Katja Prifing,
2012). Estos resultados en apariencia contradictorios con los nuestros, ilustran el
problema mencionado anteriormente sobre las diferentes respuestas celulares entre el

SNC y otros tejidos frente a péptidos amiloides similares.

Creemos que los genes candidatos encontrados en nuestro rastrillaje genético,
son lo suficientemente interesantes para, una vez validado su efecto mediante el uso
de ARN de interferencia especificos, puedan ser estudiados durante el envejecimiento
normal cerebral en Drosophila y mamiferos. De demostrarse su pérdida de funcion con
el envejecimiento, estos genes serian entonces estudiado en el contexto patoldgico, en
roedores transgénicos y en muestras de enfermos con EA, individuos normales e
individuos resilientes con alta acumulacién de AB. Es interesante la posibilidad de
explorar la actividad de las 3 enzimas en tejidos o células periféricas en individuos
sanos y en estadios tempranos de deterioro cognitivo. Desde el aspecto mecanistico,
una vez validada su posible relevancia, se podran disefiar estudios en cultivos
celulares o en Drosophila para dilucidar interacciones que expliquen su efecto

modulador sobre la toxicidad amiloide.
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5.4 - Perspectivas futuras.

-Los modelos de Drosophila generados presentaron toxicidad con bajos niveles
de acumulacién de los péptidos amiloides. Estos modelos podran ser utiles para
completar los estudios comparativos de toxicidad ahondando en procesos celulares
comunmente afectados, como disfuncion mitocondrial, defectos sinapticos, y el estudio
de diversos comportamientos como ciclos de actividad y reposo, suefio, memoria,
aprendizaje, etc., que permitan establecer mecanismos comunes y alternativos de

toxicidad entre los péptidos amiloides.

-Como ya mencionamos anteriormente, la respuesta de estrés de RE es un
evento temprano en las enfermedades neurodegenerativas. La activacion diferencial
de la respuesta de estrés de RE provocado por los distintos péptidos amiloides abre la
posibilidad a estudios que permitan comprender si la respuesta es protectiva y cuando
deja de serlo, cuales son los grupos neuronales que responden y si la respuesta esta
asociado a una mayor resistencia o vulnerabilidad a los amiloides. Para ello Drosophila
dispone de una gran variedad de herramientas genéticas, desde promotores tejido
especificos, ARN interferencia de todos sus genes, asi como lineas reporteras de una

gran variedad de procesos celulares.

-La finalizacion del rastrillaje genético complementado con un analisis
bioinformatico permitiran tener una vision global de los mecanismos involucrados en la
toxicidad de AB42. Se espera encontrar vias afectadas previamente descriptas asi
como nuevos genes moduladores. Dichos genes podran ser luego estudiados en otros
modelos animales de EA y muestras de tejido humano, a fin de aportar nuevo

conociendo al campo de este grupo de enfermedades, especialmente la EAE.
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