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Introduccion

El dolor es objeto de interés universal.

La capacidad que compartimos los animales de sentir dolor, y consecuentemente
huir, es una forma de defensa primaria. En términos generales, el dolor es una
experiencia sensorial (y emocional) no placentera, asociada a un riesgo real o
potencial de dafo tisular, o descrita en los términos del mismo, segin la
International Association for the Study of Pain (http://www.efic.org). Toda vez que
existe la posibilidad de que este dano sea permanente y por lo tanto, ponga en
riesgo nuestra existencia, una buena forma de asegurar nuestra supervivencia, es

alejarnos de lo que provoca esta sensacion.

De hecho, el caracter emocional del dolor fue enfatizado tanto por Aristételes
como por Darwin. Inicialmente se entendia al dolor como parte de la sensacion en
general (Gemeingefiihl), y a finales del siglo XIX, cuando se descubrid que los
humanos diferenciamos el dolor mecanico del caldrico, se adjudico éste, en su

generalidad, a “energias nerviosas especificas” (Craig, 2003).

Entender la forma en que nuestro sistema nervioso capta, aprende y reproduce

sensaciones dolorosas es también una preocupacién humana. Conocer la forma en



que el dolor fisico se transmite, nos permitird a largo plazo disefiar estrategias
para bloquearlo. Asimismo, podemos asociar conductas a las sensaciones doloras.
De hecho, podemos considerar como equivalentes las respuestas inmediatas no
racionales de una larva de mosca que se aleja de un objeto que a través de una
transmisién inusual de calor le causa dolor, y la forma en que un humano aleja

instintiva e inconscientemente las manos de aquello que le puede quemar.

De ahi, podemos considerar la transduccién de dolor como una funcién basica del
sistema nervioso autdbnomo. Sin embargo, se ha discutido largamente respecto a la
base neural del dolor, a partir de dos posturas: una sostiene que la percepcion del
dolor estd mediada por elementos especializados del sistema nervioso, tanto a
nivel periférico como a nivel central, convirtiéndolo en un sentido mas; mientras
que una segunda propuesta define al dolor como un estado especifico de actividad
convergente somatosensorial, dentro de una red de neuronas distribuida
especificamente, llamada en ese contexto “neuromatrix”. Actualmente, una tercera
postura, en la que el dolor, mas que un sentido exteroceptor clasico, es parte de
un sistema jerarquico de vigilancia de homeostasis general, que incluye ademas la
interocepcidon (sensaciones provenientes de los 6rganos internos) asi como la
sensacion subjetiva generada por emociones y sentimientos en los humanos

(Craig, 2003).



Hasta el momento, la hipotesis aceptada propone que circuitos neuronales
discretos son responsables de la percepcion de distintos estimulos ambientales
(Green, 2004) que incluyen temperatura (termocepcién, alta o baja) y dolor
(nocicepcion), asi como algunos no directamente relacionados con la supervivencia
individual, como locomocion (propiocepcién) y mecanosensacion, incluyendo
audicion (Tobin y Bargmann, 2004). Estos circuitos pueden ademas mediar a un
tiempo la percepcion de mas de un tipo de estimulo, como en el caso de los
estimulos mecanicos y caldricos, que son sensados por las mismas moléculas en
las mismas células (Tracey et al., 2003). De ahi podemos pensar que el identificar
e inactivar selectivamente la funcion de estas neuronas nos permitira entender
cuantas y cuales de ellas son las responsables de la transduccidn mencionada, asi

como cuales son las moléculas involucradas en la transduccion de estas sefiales.

Las neuronas encargadas de la percepcion de estimulos dolorosos son conocidas
como nociceptores, que se encienden en respuesta a estimulos dafiinos, ya sean
caloricos (frios o calientes), mecanicos o quimicos. Estos nociceptores a su vez
estan involucrados en casos de dolor causado por estadios patoldgicos como

inflamacién crénica, dafo neuronal o cancer (Bessou y Pearl, 1969).

Se piensa que la percepcion del dolor en mamiferos ocurre a dos niveles de
neuronas primarias aferentes; por un lado, pequenas fibras C no mielinadas asi

como fibras Ad ligeramente mielinadas responden a estimulos daninos quimicos,



caldricos y mecanicos de alto umbral; mientras que fibras AB, largas y densamente
mielinadas, responden Unicamente a estimulos mecanicos de bajo umbral (Bhave y
Gereau, 2004). Bessou y Perl (1969) clasificaron una poblacion tipica de fibras no
mielinadas de nervios cutaneos (la rama media del nervio femoral cutaneo de
gato) como: mecanorreceptores de bajo umbral un 36%; de alto umbral, 14%;
termorreceptores un 6%; y nociceptores polimodales, 30%; mas un 14% no
definido. Cabe mencionar que las neuronas sensoriales participan activamente en
los procesos de inflamacién en respuesta a dano tisular, al responder a diferentes
moléculas de sefalizacion de dafio como prostaglandinas, citocinas, leucotrienos,
etc., mediante una disminucién en los umbrales de nocicepcion, lo que se cree
lleva a una sostenida sensibilidad en la espina dorsal y de altos niveles de
procesamiento sensorial nociceptivo, lo que a través de un complejo y coordinado
proceso resulta en la amplificacion de la inflamacion y el dolor asociado (Bhave y

Gereau, 2004).

Una vez transmitidas desde las neuronas primarias aferentes, las senales de dolor
ascienden” por el tracto espino-talamico, que se origina principalmente del cuerno
dorsal de la médula y la espina dorsal, donde neuronas de segundo orden reciben
estas sefales. Las neuronas de segundo orden se pueden clasificar en aquellas de
intervalo dinamico amplio (Wide Dynamic Range) o WDR, y las nociceptivo-
especifico (NS), que procesan las sefales tanto exteroceptivas (dolor externo)

como las interoceptivas, sefales dolorosas provenientes de los érganos. Las



neuronas WDR reciben las sefiales transmitidas por las fibras AB, mientras las

neuronas NS transmiten ya sea sefiales de fibras Ad 6 C (Price et a/., 2003).

En lo que respecta a los elementos moleculares inmediatos de la nocicepcién en
mamiferos, hasta el momento, se han descrito seis diferentes familias de
receptores de potencial transitorio (TRPs), que se han caracterizado como canales
de cationes no selectivos, y se han asociado a respuestas a diversos estimulos
externos (Moran et al,, 2004). De éstos, particularmente los TRPVs, receptores a
vainilloides (moléculas relacionadas con la capsaicina, solubles en etanol, que
estan formadas por amidas complejas con un alto y variado contenido de
sustituciones organicas, y que representan estereotipicamente los ligandos de los
TRPVs [http://www.komabiotech.co.kr]) y TRPMS8, un receptor a melastatina (una
proteina relacionada con la progresion de melanomas [Moran et a/., 2004]), se han
relacionado con la termorrecepcion a diferentes rangos de temperatura, asi como
con la percepcion de estimulos como aceite de mostaza, canabinoides, capsaicina y

mentol (Wang y Wolf, 2005).

La naturaleza de las neuronas periféricas sensoriales, asi como de diversas
proteinas involucradas en la percepcion de estimulos caldricos y/o dolorososse ha
estudiado extensamente, tanto en Drosophila melanogaster como en
Caenorhabditis elegans. Se han caracterizado familias de receptores para diversos

estimulos, y se han descrito diferencias y algunos detalles similares entre las dos



especies (Tobin y Bargmann, 2004); sin embargo, la elaboracion de un mapa
completo de la percepcion es aun tarea pendiente, sobre todo en lo que refiere a
caracterizar los elementos celulares y moleculares que transducen las senales de

los diferentes estimulos hacia el sistema integrador Ultimo del organismo.

Por otro lado, y en lo que tiene que ver con aspectos éticos, la experimentacion
con Drosophila en los terrenos de la nocicepcidon no presenta hasta el momento las
cuestiones que surgen al experimentar con mamiferos (Manev y Dimitrijevic,

2005).

El sistema nervioso periférico de la Drosophila melanogaster esta formado
principalmente de dos clases de neuronas: las de tipo I, que son neuronas
sensoriales externas que terminan en una sola dendrita ciliada. Estas cubren el
cuerpo de la mosca y responden a las sensaciones mecanicas percibidas a través
de los pelos sensoriales, asi como a otros tipos de estimulos mecanicos y caldricos
(Jarman, 2002). Se ha reportado la actividad de estas neuronas como una rapida
depolarizacién subsecuente al doblado de los pelos mencionados, que tiene una
latencia de 200 ps (Corfas y Dudai, 1989; Walker et a/.,, 2000). Estas neuronas se
organizan en diferentes arreglos estructurales como en los 6rganos cordotonales
internos que se sospecha funcionen como propioceptores (receptores que se
ocupan de la sensibilidad interna), o en el érgano de Johnston, que se localiza en

el segundo segmento de la antena y detecta sonido (Tobin y Bargmann, 2004).



Asimismo, se han reportado evidencias de que estas neuronas responden a
temperatura, incrementando su actividad ante ligeras bajas de la misma (Liu et al.,
2003). El comportamiento de evitar el frio casi se elimina cuando se bloquea la
exocitosis evocada de vesiculas sinapticas dependientes de calcio, mediante la
expresion de la cadena ligera de la toxina de tétanos (TeTxLC), la cual hace un
corte proteolitico especifico a la sinaptobrevina v-SNARE, la cual media la
interaccion entre las vesiculas cargadas de neurotransmisores y la membrana,
impidiéndose asi la liberacion evocada de los mismos, aun cuando la célula

permanece viva e intacta en otros aspectos (Sweeney et al., 1995).

En contraste, las neuronas de tipo II extienden muchas dendritas y no poseen
cilios sensitivos. Existen varios subtipos de estas neuronas, y uno de éstos
corresponde a las neuronas de arborizacion dendritica (md-da), que extienden las
dendritas a lo largo de la epidermis y tienen terminales embebidas en la cuticula
(Bodmer et al., 1987). Estas neuronas desnudas semejan morfoldgicamente a los
nociceptores de los vertebrados; ademas, el bloqueo de la exocitosis sinaptica
mediante la expresion de la TeTxLC en estas células elimina la respuesta de la
larva de la mosca tanto a estimulos mecanicos fuertes como a los caldricos dafiinos

(Tracey et al., 2003).

Por otro lado, en Drosophila se han encontrado hasta el momento tres diferentes

receptores de potencial transitorio (TRPs) asociados a la percepcidon de las
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diferentes sefales de estimulos mecanicos y caldricos en la mosca, painless, un
TRPV, NompC (receptor de potencial no mecanico) y ANKTM1, un receptor de tipo
ankirina. De los anteriores, el primero es esencial para la percepcidon de
temperaturas dafinas por las neuronas md-da, el segundo estd mayormente
involucrado en la mecanosensacion de las neuronas de tipo I asociadas a los pelos
sensoriales, y del tercero se desconocen funcidn y patrén de expresion (Goodman,
2003). Extensos estudios con seis diferentes familias de TRPs se han realizado en
mamiferos, en los cuales se ha reportado la funcién que algunos de éstos cumplen
en la percepcion de estimulos mecanico caldricos de diversas intensidades (Green,

2004).

Asimismo, cabe mencionar que el primer TRP fue descrito en Drosophila
melanogaster, y se trata de un receptor involucrado directamente en la

fotopercepcion (Minke, 1977).

Sin embargo, ante una posible decisién a priori sobre la identidad de las neuronas
involucradas en el proceso de la transduccion del dolor a ser estudiadas, y con el
proposito de buscar elementos celulares y/o moleculares, que participen de esta
transduccion que sean distintos de los hasta ahora reportados, se requiere
implementar una estrategia que consista en inactivar distintos grupos de neuronas
en correspondencia con el patrén de expresion de los enhancers atrapados (ver

detalles mas adelante) que posiblemente estén relacionados con la funcidn celular

11



especifica de las neuronas que los expresen. Después buscaremos la pérdida de
una conducta basica, en este caso el evitar un estimulo doloroso, para
posteriormente identificar la causa de la perdida de dicha conducta a todos los

niveles: celular (neurona), regulatoria (enhancer), gen o circuito.

Diseno experimental

Con el fin de aislar estos posibles circuitos neuronales utilizaremos el sistema
bipartito de expresion génica UAS/GAL4 (fig.3), que se ha implementado
exitosamente en la identificacion preliminar de grupos de neuronas que formarian
circuitos neuronales responsables de fenotipos especificos (Suster et al., 2004,

Rodriguez-Valentin et a/., 2006).

El sistema se explica a continuacion: una de dos lineas de moscas tiene una
insercion Unica de elemento P (tipo de transposén, en este caso p[GawB], en
adelante referido como PGAL4) que es capaz de “atrapar” las secuencias
regulatorias (enhancers) cercanas a su sitio de insercidn; esto es, cuando PGAL4
se inserta en una regidon gendmica X, y dada su estructura (fig.1), la proteina GAL4
se expresara de acuerdo con las regiones regulatorias adyacentes al sitio de
insercion, ya que no tiene un promotor dentro de la construccion del transposén.
Esta proteina es un activador transcripcional nativo de levadura, sin homologos en

Drosophila, y que dirige la expresion de cualquier gen que se encuentre
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—artificialmente- debajo de secuencias especificas UAS (Upstream Activating
Sequences). En este caso, la construccion UAS-genX se encuentra en la segunda
linea de moscas, por lo que la expresidon de éste sélo sera dirigida en la progenie

de una cruza entre ambas lineas (Brand y Perrimon, 1993).

Not Not PBSK

T T

5P | —JfYXW | hsp70 term white 3'P

Figura 1. Estructura del elemento P (p[GawB]) modificado con white y GAL4. 5" y 3': invertidas
repetidas del transposon. hsp70 term: promotor del gen de Hsp70. Not: sitios de restriccion para la

endonucleasa Notl (modificado a partir de Brand y Perrimon, 1993).

La movilizacion inducida de PGAL4 en una linea de moscas nos proveera de la
coleccién de inserciones “enhancer trap’ (fig.2). Esta coleccidn se crea utilizando
una linea parental que tiene en su cromosoma X una insercion Unica de PGAL4 que
es incapaz de “saltar” a otro sitio ya que en su construccidon no contiene el gen que
codifica para la transposasa, la proteina responsable de la escision e integracion de
un transposén en el genoma huésped (Robertson y Engels, 1988). La transposicion
simple se induce mediante la cruza con otra linea parental que exprese la
transposasa mencionada, y asi podemos generar una gran cantidad de nuevas
lineas con inserciones independientes (Zhang y Spradling, 1994). Asimismo,
podemos seguir la presencia de PGAL4 ya que contiene una copia del gen “mini-

white” debajo del promotor HSP70 (fig.1) (Brand y Perrimon, 1993).
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Estas inserciones pueden caer tanto en el cromosoma X -donde se encontraba
originalmente- como en otros cromosomas (Cooley et al, 1988); de hecho, se
seleccionan preferentemente las inserciones que hayan caido en el segundo y
tercer cromosoma, toda vez que la mayoria de los genes de Drosophila
melanogaster se encuentran en éstos (Spradling et a/., 1995), y que técnicamente

es mas sencillo.

plGawB] P[rY+A2-3]
Tra asa
2 X <o g
o[GawB] P[rY+A2-3]

\ Tr sasa .
g == ===

111
W 8

Ojos Variegados
(seleccionar)

nlGawB] Nueva insercion en
]v pl[GawB]  otro cromosoma
Q smg smgwm smgwm X, smge=m smp== X, ==
Ojos Rojos Ojos Blancos Ojos Rojos

(seleccionar)

Figura 2. Esquema de movilizacién de elemento P (modificado de Cooley et a/., 1988).

Por otro lado, una linea independiente de moscas lleva en su genoma una copia de
la cadena ligera de la toxina de tétanos, debajo de una regién de activacion UAS,
de manera que la TeTxLC solo se expresara en las células que contengan GAL4.
Por lo tanto, Unicamente cuando se cruzan estas lineas se expresa la toxina,
inactivando neuronas de acuerdo al patrén de expresion del enhancer atrapado por

la insercion del elemento P. Podemos ademas modular la expresion dirigida de la
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toxina utilizando promotores inducibles por tetraciclina en diferentes estadios de
vida de la mosca, o mediante el uso de GAL80 que es una proteina termosensible,
represora de la transcripcion en levaduras que interactia con el dominio de
activador transcripcional de GAL4, inactivandola a la temperatura permisible (Hirst
et al, 2001; Melcher y Xu, 2001), lo que en conjunto otorga una enorme
versatilidad al sistema. Aproximadamente el 65% de las lineas de la coleccién de
inserciones expresara GAL4 con un patron de expresion diferente (Brand vy

Perrimon, 1993).

Enhancar-tran (G4 4 LAS—qene X
4 o i
S A1 . e e,
Y : =
*® o (‘[ < 4
e - =
‘. e . Sl
GALS
il
A
Genomic | ] P —
—enhancer | GALY — —CO0000——— gena X —
cualquier cromosoma LAs otro Cromosoma

activacion en trans

Figura 3. Esquema del sistema GAL4-UAS
(modificado de http://www.nature.com/nrg/journal/v3/n3/images/nrg751-i1.gif)

Las larvas con nuevas inserciones en las que se dirija la expresion de TeTxLC por
el sistema descrito anteriormente, seran probadas y una vez encontrado el
fenotipo deseado, las neuronas, los circuitos y los genes seran susceptibles de
identificacion y modificacidon. La caracterizacion de estos circuitos puede realizarse

a varios niveles.
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Antecedentes

El mas directo antecedente de este proyecto es el estudio realizado por Tracey et
al. (2003), donde encontraron, de un total de 1500 inserciones de elemento P
analizadas, tres que interrumpen especificamente un gen involucrado en la
percepcion del dolor: painless, que codifica para un canal idnico de la familia de
receptores a vainilloides. Asimismo, utilizando una insercién de GAL4 previamente
caracterizada especifica para la expresion de TeTxLC en las neuronas
multidendriticas arborescentes (donde encontraron expresion de pain/ess)
confirmaron la funcién de las mismas como parte del sistema de transduccion de

senales de dolor.

En su trabajo ellos definen el paradigma de dolor que nosotros empleamos,
definido como la percepcién de temperaturas potencialmente dafinas de entre

420C y 50°C.

Por otro lado, Manev y Dimitrijevic (2004) recientemente han validado el uso de
Drosophila como modelo de nocicepcion al estudiar el efecto de agonistas de GABA
en la respuesta a altas temperaturas, al reportar que la inyeccidon de estas

moléculas a las moscas les eleva el umbral de dolor.

16



Asimismo, la aproximacion experimental aqui descrita se ha implementado
exitosamente en nuestro laboratorio para la generacion y caracterizacién de
diferentes fenotipos aberrantes relacionados directamente con la funcionalidad de
circuitos neuronales discretos, v. gr. moscas con defectos motores, asi como

moscas incapaces de ovopositar (Rodriguez-Valentin et a/., 2006).

17



Hipotesis:

La transmision de dolor en larvas de Drosophila melanogaster estd mediada por un

circuito discreto de neuronas, no descrito aun, y cuya inactivacion selectiva

revelara un comportamiento nulo ante estimulos mecanico-caldricos dafiinos.

Obijetivo general:

Caracterizar al menos un circuito neuronal involucrado en la transduccion de dolor

en larvas de Drosophila melanogaster.
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Obijetivos particulares:

e Establecer diversas lineas de moscas con diferentes inserciones gendmicas

de elemento P.

o Deshabilitar diferentes redes neuronales discretas, mediante la expresion de

toxina de tétanos, y a partir de esto, delimitar al menos una red neuronal

involucrada en la transduccion del dolor en larvas mutantes de Drosophila.

e Caracterizar molecularmente el sitio de insercion del elemento P en la linea

de interés.

e Localizar /n situ el circuito neuronal responsable de la transduccion de dolor.

e Caracterizar celular y molecularmente las lineas de mosca que sean

insensibles al dolor.
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Metodologia:

Genética

Las moscas crecen en medio semidefinido (10 gr agar, 80 gr levadura de cerveza,

20 gr extracto de levadura, 20 gr peptona, 30 gr sacarosa, 60 gr dextrosa, 0.5 gr

MgS04*(6H,0), 0.5 gr NaCl, 6 ml acido propionico, 10 ml nipagin, en 1 It de agua

destilada) a 25°C o0 18°C.

Los diferentes genotipos se expresan de la siguiente manera, de acuerdo con Fly

Pushing : The Theory and Practice of Drosophila Genetics (2004):

ler cromosoma (sexual); segundo cromosoma; tercer cromosoma,

donde diferencias entre las copias del mismo cromosoma se delimitan con una

diagonal, y una coma separa diferentes caracteristicas en el mismo cromosoma:

ler cromosoma (sexual)/ Y; segundo cromosoma alelo 1/ segundo cromosoma

alelo 2; tercer cromosoma balancer*, marcador.

Ante la falta de diagonales se considera un cromosoma homacigo.
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Un concepto que vale la pena recalcar es el de cromosoma balancer (*), que se
define como un cromosoma modificado que presenta multiples inserciones en su
secuencia, de forma que se evita con diversa eficiencia la recombinacién. Esto
permite mantener las inserciones de transposones en un sitio de interés, ademas
de que estos balancers estan asociados a diferentes marcadores, y de que suelen

ser letales en estado homdcigo.

A continuacion se enumeran brevemente las caracteristicas de los diferentes

genotipos mencionados a lo largo del trabajo:

e A2-3: construccion que contiene la actividad de transposasa.

e CyO: balancer del 2° cromosoma, que determina la presencia de alas
rizadas. Es termosensible, ya que las moscas adultas muestran alas rectas si
crecen a 18°C.

e MKRS: balancer del 3° cromosoma.

e P[GAL4, w']: PGAL4. Elemento P que contiene la secuencia de la proteina
GAL4 sin promotor, ademas del gen white, que determina un color de ojos
rojos y cuya expresion esta dirigida por el promotor de HSP70.

e Sb: stubble, marcador que determina la presencia de pelos cortos.

e Sp: sternopleural, marcador que determina la presencia de pelos
supernumerarios en el torax lateral.

e TM2: balancer del 39 cromosoma.
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o Ubx: ultrabithorax, marcador que determina un alterio anormal, mas
grande, mas redondo, con una coloracién diferente y un Unico pelo en la
base.

e UAS-GFP: Proteina verde fluoroscente (Green Flurorescent Protein), debajo
de las secuencias responsivas a GAL4.

e UAS-TeTxLC: Cadena ligera de la toxina de tétanos (7etanus Toxin Light
Chain), debajo de las secuencias responsivas a GAL4.

1118,

e w " alelo 1118 del gen white, que determina un color blanco de ojos en

estado homacigo.

Moscas hembra P[GAL4,w*];+;+, se cruzan con machos w!!8/Y;Sp/CyO;A2-
3,Sb/TM2; de la F1 resultante se seleccionan machos disgénicos (ojos variegados)
de genotipo P[GAL4,w*]/Y;Sp/+;A2-3,Sb/+. Posteriormente, éstos se cruzan con

hembras white.

De esta cruza se selecciona un macho por vial, que debe tener ojos rojos no
variegados, y no tener fenotipo stubble (al ser variegados se reconoce el mosaico
resultante de la transposicion, y al discriminar el marcador stubble se elimina la
actividad de transposasa). Estos machos se cruzan individualmente con 3 hembras
double balancer (que tiene cuatro cromosomas balancer), de genotipo:

w!t18:5p/Cy0; MRKS, Sb/TM2,Ubx.
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A continuacion, se seleccionan dos moscas (hermano y hermana) con fenotipo
Curly-O no Sb (se prefiere el balancer TM2), que son genéticamente estables y
permiten mantener la mutacion inducida por la movilizacion del elemento P, y a

partir de los cuales se pueden establecer lineas homacigas.

En Ultima instancia, moscas de estas lineas homdcigas se cruzan con moscas
portadoras de la cadena ligera de la toxina de tétanos, de genotipo w!!'!%;UAS-
TeTxLC;+, y las larvas constituyentes de la F1 se utilizan para el screening
fenotipico. Subsecuentemente, aquellas lineas poseedoras del fenotipo buscado
(larvas insensibles al dolor) se cruzan con moscas de genotipo w*!!8:UAS-GFP;+ lo
que permite la identificacion de las neuronas al microscopio, toda vez que GFP se
expresa en aquellas neuronas (y cualesquiera otras células) donde se expresa

TeTxLC, en la misma linea.
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Esquema de cruzas

Q@ PlGAL4 W+ + X 3 w8/y;Sp/Cy0:A2-3,Sb/TM2,Ubx
(ojos rojos) / (ojos blancos, pelos supernumerarios
y cortos, alas rizadas,

alterios deformados)*

' PIGAL4,WI/Y;Sp 6 +/+;02-3,Sb/+ X Q@ wiE
(ojos variegados, pelos (ojos blancos)
supernumerarios y cortos) /

g WY X Q@ w'%;Sp/CyO; MRKS,Sb/TM2,Ubx
(ojos rojos) /\ (double balancer)*

g WY +*/Cy0;+*/TM2, Ubx X Q@ W +*/CyO; +%/TM2, Ubx
(ojos rojos, alas rizadas, (ojos rojos, alas rizadas,

alterios deformados) i alterios deformados)

Familia balanceada y estable.

Cruzas de prueba:
w'18; +%/Cy0; +*/TM2,Ubx X W8 UAS-TeTxLC; +
w8, +%/Cy0; +*/TM2,Ubx X w118 UAS-GFP; +

+* = posibles cromosomas con insercion de elemento P.
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Screening

De acuerdo con lo propuesto por Tracey et a/. (2003), a un cautin eléctrico, se le
reemplaza la punta por una de cobre, finamente pulida a un grosor de
aproximadamente 0.6 mm de diametro. Posteriormente se le acopla un variac, o
regulador de voltaje, ademas de una resistencia en serie para disminuir la

corriente local del cautin.

Larvas provenientes de cruzas entre lineas mutagenizadas estables y portadoras
de cadena ligera de toxina de tétanos, asi como de controles negativos, son
colectadas de los viales de crecimiento. Se colocan en una caja de petri con una
cantidad muy pequefia de agua. A continuacién, se toca cada larva con la punta
del cautin entre los misculos abdominales 4 y 6. Se ha calibrado previamente el

cautin a una temperatura de entre 42 y 48 grados Celsius.

Alrededor del 90% de las larvas de mosca silvestre responden en menos de un
segundo, alejandose rapida y notablemente; mientras que solo un porcentaje
minimo se retrasa hasta tres segundos en responder. Un retardo de mas de tres
segundos, o0 en su defecto la falta de respuesta, es considerado como
comportamiento nulo ante el estimulo doloroso, y por lo tanto, las larvas se

consideran insensibles al dolor.
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Alternativamente, se realiza una prueba que no involucra calor como agente causal
de comportamiento, consistente en tocar ligeramente a la larva, en la punta del
complejo antero-maxilar (la “nariz”) con un pincel de punta muy fina. Esto tiene

como proposito descartar la posibilidad de que las larvas sean insensibles del todo.

Por ultimo, como controles experimentales se utilizaran larvas de las diversas
lineas con inserciones de elemento P anteriores a la cruza con la linea portadora

de la TeTxLC.

Biologia molecular

En términos generales, la estrategia a seguir esta detallada en el esquema 1. Para
la parte correspondiente a la creacidn de la coleccidn de inserciones de elemento P
se utiliza un transposon modificado, p[GawB], reportado anteriormente (Tsubota y
Huong, 1991). Este es un vector para atrapar enhancers, lo que lo convierte en
una herramienta Util para la generaciéon de nuevas lineas GAL4 y para el analisis de
sus secuencias regulatorias; en su secuencia (figura 2) contiene el gen white de
Drosophila melanogaster, el promotor minimo Hsp70 y el gen que codifica para la

proteina GAL4 de Saccharomyces cerevisiae (Brand y Perrimon, 1993).
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Esquema 1: estrategia de identificacion molecular de sitios de insercion de elemento P.

Una vez identificada una linea cuyas larvas sean insensibles al dolor mediante el
screening descrito anteriormente, se hace una extracciéon de DNA gendmico de
éstas, de acuerdo con el siguiente protocolo, tomado de Molecular Cloning: A

Laboratory Manual (1989):
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e Triturar de 50-100 moscas en 1.5 ml de douncing buffer suavemente con
un pistilo.

e Filtrar el homogenizado a través de un poco de fibra de poliéster en una
jeringa de 3 ml.

e Recolectar el filtrado en un eppendorf y centrifugar 1 min.

e Aspirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 100 ul de douncing
buffer.

e Agregar 300 pl de buffer de lisis? y mezclar suavemente.

e Agregar 400 pl de fenol, mezclar suavemente.

e Agregar 400 pl cloroformo mezclar y centrifugar.

e Repetir los pasos anteriores.

e Precipitar con 400 ul de butanol a temperatura ambiente si el volumen es
grande.

e Precipitar con 0.1% v/v acetato de sodio 3M, pH 5.2 mas 2.5 volimenes de
etanol al 100%.

e Lavar con 400 pl de etanol al 70% (2 veces) a temperatura ambiente.

e Dejar secar a temperatura ambiente y resuspender en 50-100 pl de H,0.

El DNA obtenido se digiere con Msp1, una endonucleasa que corta frecuentemente
(reconoce la secuencia: iCGG ), Y se circulariza mediante la ligacién de los

fragmentos obtenidos en concordancia con el esquema 1. A continuacién, se

! Ver apéndice I
? {dem
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realiza un PCR reverso con los siguientes oligos especificos para las secuencias

invertidas de los extremos 5’y 3’ de PGAL4. de acuerdo con el programa indicado.

Amp 5’ Fw CAATCGCCGTGAAGACCAGTG.
Amp 5’ Rv CTCCAGTCACAGCTTTGCAGC.
Amp 3’ Fw CAATCATATCGCTGTCTCACTC.

Amp 3" Rv CCTTAGCATGTCCGTGGGGTTTGAAT.

Programa de PCR reverso:

94°C * 3 min.

94°C * 0.5 min. <

55°C * 1 min. 35 ciclos

68°C * 2 min.
72°C * 10 min.

4°C final.

Se purifica la banda obtenida mediante un kit de Gene Clean™ (o el kit de
Montage PCR de Millipore™ si es necesario concentrar y purificar la banda), que se
envia a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la

UNAM, con los siguientes oligos:
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Sec 5" Fw GCCCAGAAAGTATGTGTCAC.
Sec 5 Rv CACAACCTTTCCTCTCAACAA.
Sec 3" Fw GACACTCAGAATACTATTC.

Sec 3’ Rv CGTGGGGTTTGAATTAACTC.

A partir de la secuencia obtenida, se hace una busqueda tipo BLAST en la base de
datos del genoma de Drosophila (http://flybase.bio.indiana.edu) para identificar el
contexto gendmico en que se ha insertado el transposén. Es necesario entender
plenamente la funcién del gen asociado al transposdn, y partir de ello discernir la
posibilidad de que el fenotipo sea en realidad producto del evento genético y no de
la expresidon de la toxina tetanica, asi como entender las posibles implicaciones
de que tal fenotipo sea producto de ambos eventos, o que precisa una extensa
busqueda bibliografica de la informacién reportada respecto al (los) gen(es)

aledanos al sitio de insercion del elemento P.
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Diseccion y localizacion visual de las neuronas.

Inicialmente, se cruzan las lineas de interés con la linea portadora del gen
reportero que codifica para la proteina verde fluorescente o GFP (Yeh et a/., 1995;
Chalfie et al., 1994), cuya expresion depende de UAS. Esto se realiza con el fin de
seguir el circuito neuronal a nivel histoldégico con microscopia confocal y de

fluorescencia (Sun et al., 1999).

El sistema nervioso central (ganglio toraxico abdominal y Idbulos del cerebro) de
larvas y adultos es disecado, realizando con él preparaciones temporales para

microscopia de acuerdo con los siguientes protocolos:

Larvas y adultos se separan por sexo y se lavan 2 veces en PBS 1X?, después se
disecan el ganglio toraxico abdominal y los I6bulos del cerebro. Posteriormente se
fijlan durante 20 min. en formaldehido al 4% en buffer de fosfatos®, y se lavan en
buffer de fosfatos durante 20 min. Por Ultimo, se sitUan en un portaobjetos con
Citifluor™ como agente de montaje, para ser observadas al microscopio antes de
36 horas. Alternativamente se utilizan dos fusiones de GFP: TAU-GFP que marca
preferentemente dendritas y axones Butner y Kirschner, 1991) y mCD8-GFP que

delimita principalmente membranas (Lee y Luo, 1999).

> Ver apéndice 1.
* {dem.
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Resultados:

Movilizaciones

En total se crearon 124 lineas estables con diferentes inserciones del elemento P.

Screening

A partir de los resultados de un primer screening, realizado en la cruza de catorce
lineas diferentes elegidas aleatoriamente, y de la linea que posee la construccion
UAS-TeTxLC (tabla 1), se identificaron dos de éstas como posibles poseedoras del

fenotipo buscado: L6 y CM8.

linea n sensibles
L7 X TeTxLC 16 16
LX! X TeTxLC 14 14
L3 X TeTxLC 16 16
L9 X TeTxLC 14 12
L+ X TeTxLC 16 16
L25 X TeTxLC 14 13
Ldiesiati X TeTxLC 14 14
L6 X TeTxLC 18 9*
Ldvienadtsati X TeTxLC 16 16
CM8 X TeTxLC 14 6*
CM5 X TeTxLC 16 15
L44 X TeTxLC 8 8
CM15 X TeTxLC 14 14
L4 X TeTxLC 16 13

Tabla 1. Resultados del primer screening en busca del fenotipo de insensibilidad a dolor, de
acuerdo al procedimiento descrito arriba. *: cruzas cuya progenie presentd fenotipo insensible en
50% aprox. n: numero total de moscas probadas.
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Dados estos resultados, se repitid el experimento con un numero mayor de larvas,
lo que descartd una de las posibles dos lineas como insensibles (posible error
experimental). No asi, la linea identificada como L6 continué mostrando el patron
esperado de insensibilidad: alrededor del 50% de las larvas; asimismo, fueron
probadas las larvas de esta linea -que no posee la construccion UAS-TeTxLC- como
grupo testigo (tabla 2).

29 screening:.

linea n sensibles
L6 x TeTxLC 50 22
L6 50 45
CM8 x TeTxLC 25 23

Tabla 2. Resultados del segundo screening en busca del fenotipo de insensibilidad a dolor, de
acuerdo al procedimiento descrito arriba. *: cruza cuya progenie presento fenotipo insensible en
50% aprox. n: numero total de moscas probadas.
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Genética y Biologia molecular

Linea L6:

La linea de interés L6, que presentd el fenotipo de no escape al estimulo doloroso
cuando dirige la expresion de la TeTxLC, evidencié una insercion de elemento P en
el cromosoma 2, que de acuerdo con los datos genéticos es letal en estado

homacigo (tabla 3).

Genotipo Nelase/ Ntotal porcentaje
w8/ wii8. cyO/insercion; + 54/395 14%
wiBy: CyO/insercién; + 45/395 11%
wi8wiis: cyOfinsercion; TM2/+ 118/395 30%
wii8ly: CyO/insercion; TM2/+ 178/395 45%

Tabla 3. Porcentajes de las distintas clases de genotipos encontrados en al linea L6. Ngase/Niotal
numero de moscas con el genotipo de la clase mencionada (ngase) SObre nimero total de moscas

registradas (Ntotal).

Cruza L6 x TeTxLC:

Como parte de la caracterizacion de la linea L6, se separaron larvas provenientes
de la cruza con la TeTxLC de acuerdo con su sensibilidad o insensibilidad al dolor,
de acuerdo con el resultado del screening. Posteriormente, se les permitid llegar a
adultas. Por un lado, la gran mayoria (>80%) de las moscas insensibles al dolor
presentan la insercion (los ojos rojos), aunque una proporcion (<20%) conservo el
cromosoma balancer correspondiente, lo que sugirié una posible segunda insercion

que participaria en la determinacion del fenotipo de insensibilidad al dolor.

34



Cabe destacar que no hubo progenie que tuviera expresion del reportero (ojos
rojos) y presencia del marcador del balancer del tercer cromosoma, por lo que una

segunda insercidn del elemento P estaria tentativamente en este cromosoma.

Una cruza entre la linea L6 vy la linea double balancer evidencié como verdadera la
supuesta presencia de una segunda insercion, la que de acuerdo con los datos que
presentamos en la tabla 4 se encuentra en el 3er cromosoma, y es viable cuando
homociga, lo que explica la inexistencia de un segundo cromosoma balancer
(MKRS, tercer cromosoma) en la original linea L6 (ver tabla 1). Posteriormente, y a
partir de la dltima cruza mencionada, la linea 6 se separd en dos subsecuentes,
teniendo cada una sdlo uno de los cromosomas mutantes, nombrandoseles L6.2 y

L6.3, de acuerdo con el cromosoma de la insercion.

De acuerdo con los datos mostrados en la tabla 4, la insercion del cromosoma 2 es
la responsable del fenotipo de insensibilidad al dolor; la progenie de la cruza L6.3

X TeTxLC resulto sensible al dolor en todos los casos.

sensibles insensibles
L6.2 X TeTxLC 34 29
n=63
L6.3 X TeTxLC 73 2
n=75

Tabla 4. Porcentajes de los diferentes sitios de insercién asociados al fenotipo de insensibilidad al
dolor.
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Asimismo, cuando se separan las larvas de la cruza L6.2 X TeTxLC de acuerdo con
el fenotipo de insensibilidad y se les deja llegar a adultas, se observa que un 81%
de los adultos que fueron larvas insensibles no presentan el balancer del
cromosoma 2, lo que confirma la hipdtesis de que es la insercion en este
cromosoma la responsable del fenotipo. De la misma manera, el 83% de las
moscas adultas que fueron catalogadas como larvas sensibles conservan el

marcador del balancer mencionado (tabla 5).

L6.2 X TeTxLC sensibles insensibles
n=146
cyo 70 12
No CyO 10 >4

Tabla 5. Presencia del balancer del cromosoma 2 en los adultos cuyo estado larvario fue
discriminado de acuerdo con su sensibilidad al dolor.

Por Ultimo, cabe sefialar que el fenotipo de insensibilidad al estimulo doloroso se
conserva mas alla de la temperatura limitrofe inicial de 48°C, siendo los resultados
similares incluso a 52°C, lo que tiene sentido de acuerdo con los diferentes

intervalos de activacion de los nociceptores.

36



A nivel molecular, se delimitd el sitio de insercion del elemento P en el cromosoma
2, localizdndose éste en el brazo 2L, dentro del locus AE003666, alrededor de la

base 20340K (fig.4).
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Figura 4. Sitio de insercién del elemento P en el cromosoma 2 de D. Melanogaster (tomado de

http://www.flybase.net/blast.cgi).

La insercion se encuentra en el primer intrdn del gen ntGEF, o rho-type guanine
exchange factor, una proteina cuya expresion se ha reportado en los estadios
embrionarios6 a 11 en un importante nimero de sitios, que incluyen los
neuroblastos y el cordon nervioso ventral. Asimismo se ha reportado que mutantes
de este gen presentan diferentes grados de afectacidbn a niveles tanto
neuroanatdmicos como neurofisioldgicos, siendo semiletal alguno de sus alelos

descritos (Parnas et a/, 2001).
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A nivel de funcion celular se ha observado que las mutantes presentan defectos en
la unidon neuromuscular, la membrana postsinaptica, y las vesiculas presinapticas.
Este gen es homdlogo del gen Pix humano, por lo que se le conoce también como

dPix (Parnas et a/, 2001).

Por otro lado, este locus se encuentra en vecindad con aquellos de los genes
spir y la. el primero un péptido que interactla con actina y participa en la
organizacion del citoesqueleto (incluido el transporte de vesiculas), y el segundo
un aparente factor de terminacion de la transcripcion que posee propiedades de
ligado a RNA y se le presume involucrado en el metabolismo de éste, incluyendo

su exportacién del nicleo.

En cualquier caso es evidente que no existe una irrupcion de la funcién génica
toda vez que es necesaria la expresion de la TeTxLC para observar el fenotipo de
insensibilidad al dolor y teniendo en cuenta la localizacion de la insercién dentro
del gen rtGEF; sin embargo, y dados los procesos en los que esta proteina
participa resulta coherente suponer que en este caso, GAL4 presentara el mismo

patrén de expresion que rtGEF, mas eso queda a definir posteriormente.
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Visualizacion del circuito.

Se obtuvieron diversas fotografias en microscopio confocal con la intencion de
analizar la morfologia del circuito de interés, a partir de disecciones de larvas
producto de la cruza L6.2 X UAS-GFP. Se observd un claro patrén de innervacion
paralela a lo largo del ganglio toracico abdominal. Asimismo, diversas proyecciones
a neuronas paralelas son discernibles, con una posible innervacién hacia las
traqueas de la larva (figuras 5, 6, 7, 8 y 9). Por otro lado, se establece un patrén
de innervacién en los Iébulos Opticos, sin embargo, la importancia que ésta
pudiese presentar en la expresion del fenotipo buscado es incierta, toda vez que
esta estrategia no encuentra circuitos neuronales de manera absoluta, sino
conjuntos de neuronas que expresan el mismo gen. De ahi que no es posible
indicar si las neuronas atrapadas son todas parte del proceso, asi como tampoco

aseverar que son todas las involucradas.
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neuronas

I6bulos opticos

Figura 5: Circuito neuronal atrapado en la linea L6.2, cerebro aislado. Larva de 3er
instar de la cruza L6.2 X UAS-GFP. Vista dorsal posterior. Fotografia confocal. GTA:
ganglio toracico abdominal. Recuadro A: figura 6; recuadro B: figura 8. 239X.
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neuronas

Figura 6: Detalle del ganglio toracico abdominal en la linea L6.2: cerebro aislado.
Vista dorsal posterior. Larva de 3er instar de la cruza L6.2 X UAS-GFP. Fotografia
confocal. Recuadro: figura 7. GTA: ganglio toracico abdominal. 676X.
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neuronas

Figura 7: Acercamiento del circuito neuronal atrapado en la linea L6.2: cerebro
aislado. Vista dorsal posterior. Larva de 3er /nstar de la cruza L6.2 X UAS-GFP.
Fotografia confocal. GTA: ganglio toracico abdominal. 1352X.
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neuronas

\

Figura 8: Acercamiento al circuito neuronal atrapado en la linea L6.2: detalle de los
I6bulos dpticos, cerebro aislado. Vista dorsal posterior. Larva de 3er instarde la
cruza L6.2 X UAS-GFP. Fotografia confocal. 676X.
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_ N proyecciones

axonales(?)

neuronas

Figura 9: Circuito neuronal atrapado en la linea L6.2: secciones transversales de la
larva. Vista dorsal posterior. Larva de 3er /nstar de la cruza L6.2 X UAS-GFP.
Fotografia confocal. GTA: ganglio toracico abdominal. 338X.
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Discusion

De la definicion de dolor

En este estudio se ha empleado indistintamente la palabra dolor para referir una
respuesta conductual discreta de la larva de la mosca ante un estimulo
desagradable, que presenta un riesgo potencial de dafio tisular, en clara analogia
con el concepto humano equivalente. Si bien puede prestarse a discusiones
antropocéntricas respecto al significado de este concepto, cabe aclarar que esta
definicién es operacional Unicamente: se ha determinado en términos de intervalos
de estimulo-respuesta, y de acuerdo con paradigmas preestablecidos (Tracey et
al., 2003), los cuales ademas equivalen directamente a intervalos de estimulos-
respuestas mesurables para moléculas especificas, v.gr. los receptores de potencial

transitorio o TRP’s (Moran et a/,, 2004; Wang y Wolf, 2005).

De la linea L6.2

Una importante linea de disgresidn respecto a los resultados de este estudio evoca
directamente las caracteristicas intrinsecas de la linea seleccionada a través del
screening, toda vez que es posible cuestionar su uniformidad genética (y por ende
fenotipica) mas alla de los marcadores empleados. Sin embargo es apreciable en

los resultados presentados que la respuesta al estimulo aplicado es consistente,

45



siendo muy pocos los individuos muestreados que reaccionan de forma diferente a
lo que su genotipo indica: /e. sblo la mitad de las larvas hijas de la cruza L6.2 X
TeTxLC presentan el fenotipo, allende de una reducida proporcién en otras lineas
analizadas que también lo muestra. Asimismo, la proporcién de larvas que
presenta una respuesta diferente a la que su genotipo determina es de alrededor
del 10%, por lo que es posible sugerir que esta respuesta atipica esta dada por
diferencias a nivel individual. De la misma manera, si las diferentes lineas se
analizaran en muestras suficientemente grandes, seria factible encontrar una
tendencia similar; ie., en numeros suficientemente grandes, una pequefia

proporcion de larvas de cualquier linea puede mostrarse insensible al estimulo.

Estas diferencias individuales pudiesen ser resultado de una sensibilidad diferencial
al efecto de la toxina de tétanos, condicionada por genes mas alla de los limites de
este estudio. Por otro lado, si bien las larvas seleccionadas para el screening son
en principio de 3er. /nstar, la sincronia entre ellas es imperfecta, siendo posible
que se hayan probado larvas tanto menores como mayores, resultando tales
diferencias. Cabe sefalar que ambos fendmenos podrian explicar de manera
independiente el hallazgo de larvas que expresan la toxina y no presentan el
fenotipo, asi como de larvas insensibles que no expresan la toxina, hecho que
ademas siempre se observd en pequefias proporciones, no importando la linea o
cruza analizada (ver tabla 1). Ademas, es necesario tomar en cuenta que por el

sitio de insercion del elemento P, la organizacion de los axones y la misma
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transduccion de las sefales neuronales puede estar afectada en diversos grados,
tanto como que la insercion en estado homdcigo es letal, presumiblemente por los
hechos antes mencionados (Werner y Manseau, 1996; Parnas et a/., 2001; Arimura

y Kaibuchi, 2005).

En cuanto a la condicién de las larvas procedentes de esta cruza, cabe mencionar
que su ciclo de vida parece no estar afectado en cuanto a tiempo, su movilidad
natural (y la respuesta a estimulos mecanicos de baja intensidad) es similar a la de
la mayoria de las lineas, las larvas llegan a adultas en la gran mayoria de los
casos, y en general, su viabilidad no estd comprometida mas alld de la
caracteristica de la insercién del cromosoma 2 (inviable cuando homdciga). Sin
embargo, al analizar la progenie de la cruza L6.2 X TeTxLC es notable que hay
mas individuos adultos que no tienen la insercion (ver tabla 5). Es posible que la
expresion de la toxina de tétanos, dirigida por este driver en particular tuviera
algun efecto en etapas tempranas del desarrollo que condicionara la viabilidad de
un porcentaje de los individuos que la expresan; sin embargo, tal andlisis seria

motivo de otro estudio.
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Del sitio de insercion del elemento P.

Seria cuestionable la determinacidn que el sitio de insercion pudiese tener sobre la
expresion del fenotipo particular motivo de este trabajo; mas es posible aseverar
que la insercion per se no es la determinante directa del fenotipo, toda vez que es
necesaria la expresidn de la cadena ligera de la toxina de tétanos para la
existencia del mismo. En caso contrario, la misma linea parental L6 seria del todo

insensible al estimulo, aun antes de efectuar la cruza con la linea UAS-TeTxLC.

Por otro lado, de acuerdo con los resultados moleculares, la inserciéon no ha
interrumpido la secuencia codificante de gen alguno al haber caido en un intrén; y
si bien es posible pensar que existe una verdadera pérdida de funcion del gen, ya
que la insercién es letal cuando homodciga, ésta no es de ninguna manera
suficiente para la determinacién del fenotipo de insensibilidad: es necesaria la
expresion de la TeTxLC dirigida por el enhancer atrapado (que posiblemente dirija

también la expresion del gen rtGEF) para encontrar este fenotipo.

En cualquier caso es posible que rtGEF identifique a las neuronas del circuito, al
menos parcialmente, y sobre todo ya que mutantes de este gen se ven afectadas
en caracteristicas morfoldgicas (se le sugiere como implicado en la regulacion de la
estructura sinaptica y el ensamblado del reticulo endoplasmatico subsinaptico),

funcionales como el anclaje de vesiculas presinapticas y moleculares como la caida
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en el nivel de expresion en la sinapsis de Dlg, la subunidad GIURIIA de receptor
glutamatérgico, la proteina de adhesién celular fasciclina II, asi como una
completa desaparicion de la proteina pak, la cual media una proporcion importante
de las caracteristicas morfoldgicas encontradas en las mutantes de rtGEF (Parnas
et al., 2001). Incluso se le ha encontrado homologia con un gen que se presume
determinante del retardo mental (mental retardation) en humanos (Inlow y
Restifo, 2004). Sin embargo, es necesario remarcar que en todo momento existe

en la linea L6.2 una copia intacta de rtGEF, al menos en principio.

De cualquier forma, resulta evidente que la determinacion categorica del circuito
como tal es asignatura pendiente, con la consecuente identificacion de la direccion
de la innervacién en este circuito: reconocer si el fenotipo observado es
consecuencia de una interrupcién en la transmision de la sefial que llega del
exterior, o si es resultado del bloqueo de la sefial saliente, la que dictamina la
respuesta ante este estimulo. Asimismo, la identidad de las neuronas que forman
parte del propuesto circuito requeriria ser determinada en lo que refiere a patrones
de actividad electrofisioldgica y liberacidon de neurotransmisores, asi como la

identificacion de los mismos.

En este punto particular es posible apuntar al gen rtGEF y su patrén de expresion

reportado, toda vez que de acuerdo con lo reportado por Parnas et a.(2001), la

expresion de este gen es necesaria para el apropiado funcionamiento de la unién
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neuromuscular, lo que apuntaria a un fundamento responsivo en el circuito
propuesto, aun cuando esto implicaria que Unicamente esta funcidon motora de

respuesta a estos estimulos estuviese afectada.

Por otro lado, ya que el gen mencionado presenta un nivel considerable de
homologia (64%) con aquellos de la familia de Rho/RacGEFs y que éstos a su vez
participan activamente en la organizacion del citoesqueleto de actina al
intercambiar el GDP inhibitorio de las diversas proteinas de la familia Rho/Rac
(Werner y Manseau, 1996), una posible injerencia de esta proteina en el sistema
de transduccién de sefales es una propuesta razonable, toda vez que se ha
reportado que las GTPasas tipo Ras transducen sefiales provenientes de receptores
(tirosin cinasas) hacia el ndcleo, a través de una cascada de fosforilaciones de
serinas/treoninas que activa la via de MAP-Cinasa y que son reguladas por el
ciclaje de GDP/GTP (Werner y Manseau, 1996). Asimismo, diversos reportes
sefialan la importancia que tienen las proteinas Rho en la determinacion de
morfologia de las neuronas (que aln no es posible aseverar sean las mismas) en
diversos estadios del desarrollo, asi como en la apropiada estructuracion de los
axones, donde participan en bucles de retroalimentacion positiva en conjunto con
proteinas como Cdc42, Racl, Raplb, etc. (Arimura y Kaibuchi, 2005). Estas
actividades inciden directamente en la sefalizacidn que determina el andamiaje de
los filamentos de actina, que a su vez, y en conjunto con la organizacién de

microtubulos -en la cual también pudiese participar una proteina Rho (Rogers et
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al., 2004)- y la regulacién de la endocitosis resultan en la formacion apropiada de

axones (Arimura y Kaibuchi, 2005).

Teniendo en cuenta estos datos, en combinacion con el fenotipo observado y la
localizacion de las neuronas atrapadas que sugiere un patrén modular simétrico,
posiblemente en correspondencia con los segmentos de la larva, asi como
proyecciones que en ese hipotético escenario serian las responsables de transmitir
las sefales eferentes, es posible suponer que éstas conforman un circuito
responsable —al menos parcialmente- de transmitir la sefial de respuesta que
provoca el movimiento de evitacion de la larva, ante un intervalo de estimulos
potencialmente dafinos, que en este caso se han caracterizado como caldricos

pero que podrian incluir ademas de mecanicos, otros que trascienden este trabajo.
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Conclusiones

e Existe al menos un subconjunto discreto de neuronas —propuesto circuito
neuronal en Drosophila melanogaster que es responsable de la

transduccion de senales de dolor en etapa larvaria.

e Este circuito se ha delimitado mediante la insercion de un elemento P que

se encuentra localizada en el cromosoma 2, y es letal en estado homdcigo.

e La insercion del elemento P se ha mapeado al primer intrén del gen que

codifica para un factor de intercambio de guanilato tipo rho, rtGEF.

e La expresion de toxina de tétanos guiada por el driver genera un fenotipo

de insensibilidad a un estimulo caldrico doloroso.

e El subconjunto de neuronas —propuesto como un circuito- responsable del
fenotipo se ha identificado mediante la expresion de proteina verde
fluorescente, revelandose como una serie de neuronas pareadas a lo largo
del ganglio toracico abdominal, asi como a neuronas en aparente

comunicacién con las primeras que se proyectan hacia la periferia.
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Perspectivas

e Determinar funcional y absolutamente la identidad de este conjunto de

neuronas como un circuito.

e Realizar una delimitacion morfoldgica fina de las neuronas que conforman el

circuito.

o Caracterizar electrofisioldgicamente las neuronas identificadas.

e Determinar la quimica de neurotransmisidon de estas neuronas.

e Identificar las neuronas inervadas por las caracterizadas como parte del

circuito delimitado, asi como aquellas que a su vez las inervan.

e Analizar mutantes del gen rtGEF en busca del fenotipo de insensibilidad.

e Ensayar la recuperacion del fenotipo silvestre en la linea L6.2 por remocion

de la insercion del elemento P.

e Determinar la existencia de un fenotipo similar en la mosca adulta, asi como

la distribucidn espacial de las neuronas integrantes del circuito.
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Apéndice I — soluciones

e Douncing buffer:

Se mezclan 300 pl de cloruro de sodio (NaCl) 5M, 100 ul de Tris 1M, pH 8, 100 pl

de EDTA 0.5M, pH 8 y 200 ul de IGEPAL al 0.2%. Se ajusta el volumen a 10 ml.

e Buffer de lisis:

Se mezclan 100 ul de NaCl 5M, 50 ul de Tris 1M, pH 8, 100 ul de EDTA 0.5M, pH 8

y 0.1 gr de Na-Sarcosyl al 1%. Se ajusta el volumen a 10 ml.

o Buffer de fosfatos:

Se disuelven 22.82gr de fosfato de potasio dibasico 0.1M (KH,PO4*2H,0) en 1 It

agua destilada y se ajusta el pH. a 7.4.

e PBS:

Se disuelven 8gr de NaCl, 0.2gr de KCl, 1.44gr de Na,HPO4y 0.24gr de KH,PO4 en

1 It de agua destilada, ajustando el pH. a 7.4.
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