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Resumen

El sistema nociceptivo es el encargado de detectar y procesar la sensacion dolorosa. Una adecuada respuesta por
parte del sistema nociceptivo ante un estimulo potencialmente lesivo permite evitar dafios al individuo y por tanto
es de vital importancia para la supervivencia. Los nociceptores son terminaciones nerviosas que se activan ante
estimulos nocivos generados por la temperatura, el frio, sustancias quimicas y presidon mecanica. A pesar de que
se conocen algunos nociceptores, aun se desconocen muchos genes que participan en la nocicepcién, tanto a nivel
de deteccidn, en el procesamiento de la informacién y en la respuesta que se genera para evitar el dafio.

La nocicepciéon es un mecanismo altamente conservado a lo largo de la evolucidon debido a las ventajas que
confiere para la supervivencia del organismo. Esto permite utilizar modelos animales de estudio para caracterizar
genes que participan en el proceso de la nocicepcién. La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster (D.
melanogaster), ha demostrado ser un buen modelo debido a que es un organismo pequefio que no requiere
mucho espacio, su mantenimiento es econémico, su genoma se encuentra secuenciado y ademds se han
caracterizado genes que participan en la nocicepcién cuyos homdlogos han sido identificados y corroborados
como factores importantes en la nocicepcion en mamiferos.

Anteriormente, en el laboratorio del Dr. Enrique Reynaud se identificaron 3 lineas de moscas mutantes insensibles
a estimulos térmicos nocivos, las cuales tienen insertado un elemento P{GawB} al azar en su genoma (Castellanos,
2008). Estas inserciones son de tipo “GAL 4 Enhancer trap” que permiten expresar la cadena ligera de la toxina de
tétanos utilizando el sistema UAS-GAL4 en el patrén de expresion de los genes “atrapados”, apagando circuitos
neuronales. En los trabajos anteriores en el laboratorio, solo se habia caracterizado el sitio de insercion del
elemento P{GawB} en dos de las lineas: la linea L6.3 que posee un elemento P{GawB} que interrumpe el gen twin
y la linea L13 que posee un elemento P{GawB} que interrumpe al gen rabfilina, quedando la linea L93 sin poder
caracterizarse.

El sitio de insercidon del elemento P{GawB} en la linea L93 se determind en este trabajo, y se demostré que se
insertd a 10Kb de distancia del gen nervana 3. También se determind la participacion de los genes twin y rabfilina
en el proceso de nocicepcion al utilizar lineas mutantes de pérdida de funcidon de estos genes, las cuales
mostraron insensibilidad en larvas ante estimulos térmicos nocivos. A pesar de que la pérdida de funcion de
nervana 3 mostrd una baja insensibilidad en los ensayos de termonocicepcion, se determind que la pérdida de
funcién de nervana 3 genera una respuesta hipersensible ante un estimulo térmico no nociceptivo, debido a que
nervana 3 codifica para la subunidad B de la bomba de Na‘/K" ATPasa, que es la responsable de establecer el
potencial de membrana de reposo en neuronas.

Finalmente, se realizé un interactoma in silico para lograr una comprensién global de la participacién de estos
genes en el proceso de la nocicepciéon. Como era de esperarse, el andlisis del interactoma sugirid la interaccion de
twin, rabfilina y nervana 3 con varios genes involucrados en la nocicepcién. Ademas de otros genes que tienen que
ver con la determinacién de las neuronas multidendriticas de clase IV, las cuales son las nociceptoras, y varios
genes con distintas funciones neuronales. Esto abre la posibilidad de realizar un andlisis mas especifico e
integrativo de los genes que participan en la nocicepcion.



Introduccion

Dolor y Nocicepcion

La “International Association for the Study of Pain” ha definido al dolor como una experiencia desagradable
sensorial y emocional que se asocia con una lesién actual o potencial de los tejidos o que se describe en funcién
de dicha lesion (Merskey H, 1994). El dolor siempre es subjetivo y se trata de una sensacion en una o mas partes
del cuerpo siempre desagradable, por consiguiente, supone una experiencia personal.

Cuando un estimulo nocivo proveniente de fuentes externas o internas es detectado por el cuerpo, la informacion
sobre el impacto perjudicial de estos estimulos nocivos en los tejidos corporales se transduce por medio de vias
neuronales y es transmitida a través del sistema nervioso periférico (SNP) hacia el sistema nervioso auténomo y
central (SNC). A esta forma de procesamiento de la informacidn se le conoce como nocicepcién (Garland, 2012).
La nocicepcidn esta definida como el proceso neuronal mediante el cual se codifican y procesan los estimulos
potencialmente dafinos para los tejidos (Loeaser JD, 2008).

En humanos, la nocicepcion se lleva a cabo por receptores especializados denominados nociceptores que estan
unidos a delgadas fibras AS mielinizadas y fibras C no mielinizadas, las cuales terminan en el asta dorsal de la
médula espinal.

Las fibras Ad son de tipo mielinico, con un didmetro de 1 a 5 um y una velocidad de conduccién de entre 4 y 30
metros por segundo (m/s) (Romera, Perena, Perena, y Rodrigo, 2000). Estas constituyen en la piel un 10% de las
fibras aferentes sensitivas. Algunas de ellas responden a la estimulacidon quimica o térmica en forma proporcional
con el grado de lesidn tisular y otras se activan principalmente por estimulacion mecdnica, como presién. Algunas
fibras Ad pueden tener respuestas polimodales y empezar a excitarse después de que se haya alcanzado un
umbral alto de excitacién tras la produccion del dafio tisular. Ellas seran las responsables de la percepcion
inmediata del dolor después del estimulo lesivo, denominado Primer Dolor (Ferrer-Lozano, Ferrer-Lozano, y
Llanes-Mendoza, 2007).

Las fibras C son amielinicas, con un diametro de 0.3 a 1.5 um y una velocidad de conduccion mucho mas lenta
(entre 0.4 y 2 m/s) (Romera, Perena, Perena, y Rodrigo, 2000). Constituyen el 70% de las fibras aferentes
sensitivas en la piel, el 20% restante lo conforman fibras aferentes sensitivas que no transmiten sefiales
nociceptivas. Se calcula que existen alrededor de 200 fibras tipo C por centimetro cuadrado de piel. Responden a
estimulos térmicos, mecanicos y quimicos. Estas generan las sensaciones mal localizadas y que son responsables
del caracter urente y persistente del dolor después de un cuadro agudo (Segundo dolor). Ellas evocaran
necesariamente el componente afectivo que acompania a la experiencia sensorial (Ferrer-Lozano, Ferrer-Lozano, y
Llanes-Mendoza, 2007).

Tipos de Nociceptores en mamiferos

El mecanismo por el cual una sefal nociva es detectada por las células sensoriales estd dado por la activacion de
distintos receptores. Los nociceptores tienen cierto umbral de activacidn. Esto quiere decir que requieren de una
intensidad minima de estimulacién antes de desencadenar una sefial. Existen distintos tipos de nociceptores que
pueden detectar distintos estimulos nocivos, y que a continuacidn se revisaran (Figura 1):

A) Receptores de potencial transitorios (TRPs): estos canales idnicos son relativamente no selectivos a cationes
permeables como el sodio, el calcio y el magnesio. Los canales TRP fueron descubiertos inicialmente en D.
melanogaster (Montell y Rubin, 1989). Posteriormente fueron encontrados en vertebrados, donde se expresan



ubicuamente en distintos tipos celulares. Existen cerca de 28 tipos de canales TRP que comparten una estructura
similar. La mayoria de los canales TRP estan compuestos por 6 hélices transmembranales con el amino y carboxilo
terminal en el lado citosdlico (Vennekens, Menigoz, y Nilius, 2012). Dentro de esta familia podemos encontrar
aquellos que se han descrito que estan involucrados en la nocicepcion:

I. Los receptores de vanilloides: los receptores de vanilloides responden a la temperatura, permitiendo el paso de

forma preferencial del ion calcio (Ca**). El mas conocido es el receptor de potencial transitorio 1 (TRPV1), aunque
también se conocen los TRPV2, TRPV3 y TRPV4. Toman su nombre de los vanilloides, que son compuestos que
poseen un grupo vanilil, siendo el mds conocido en este ambito la capsaicina, que es el ingrediente picoso de los
chiles. La aplicacién de capsaicina a este tipo de receptores disminuye su umbral de respuesta, volviéndolos
hipersensibles al estimulo por calor. El canal TRPV1 se expresa principalmente en neuronas del SNP, como las
neuronas del ganglio de la raiz dorsal, de los ganglios trigeminal y toracico vagal, y en fibras sensoriales C y A#.
Este receptor es activado por altas temperaturas nocivas ¢42°C), el voltaje, la acidificacién extracelular (pka~ 5.3),
el pH intracelular alcalino (pka~9), la anandamida y la capsaicina (Salazar, Jara-Oseguera, y Rosenbaum, 2009).

Il. Receptor al frio y al mentol: el receptor potencial del canal catiénico de la subfamilia M y miembro 8 transitorio

(TRPMS), también conocido como receptor al mentol y frio 1 (CMR1), es un canal idnico, que al activarse permite
la entrada de los iones de sodio y calcio a la célula, los cuales desencadenan la despolarizacion y la generacion del
potencial de accion. Esto eventualmente produce la sensacién del frio. La proteina TRPMS8 se expresa en neuronas
sensoriales y es activado por temperaturas frias y agentes de enfriamiento como el mentol. La proteina TRPM8
también se expresa en la préstata, pulmones y vejiga, pero su funcién no se conoce completamente (Woolf y Ma,
2007) (Sherkheli, 2007).

IIl. El receptor potencial de canal catidnico transitorio de la subfamilia A miembro 1 (TRPA1l) es un canal

nociceptivo polimodal debido a que participa como sensor de diversos estimulos nocivos, tales como: diversos
irritantes (como el aceite de mostaza y la capsaicina), el frio y la tensién por estiramiento (Woolf y Ma, 2007)
(Guimaraes y Jordt, 2007).

B) Los receptores de la acidez (ASIC): es un tipo de canal idnico que una vez sensibilizado por un entorno acido
permite el paso de iones sodio. El pH estimado para su activacion es de 6.9. Las proteinas ASIC pertenecen a una
subfamilia de la superfamilia de los canales iénicos “DEGenerin/Epithelial Na* Channel” (DEG/ENaC). Algunos
miembros de la superfamilia DEG/ENaC se han identificado en nematodos, moscas, y varios vertebrados,
incluyendo al humano (Driscoll, 1999). A la fecha se han identificado 4 genes de esta subfamilia: ASIC1, ASIC2,
ASIC3 y ASIC4. Todas las ASICs se expresan principalmente en neuronas centrales y periféricas incluyendo las
nociceptivas donde participan en la sensibilidad neuronal a la acidosis (Alexander, y colaboradores, 2009).

C) Receptor purinérgico (P2X): el ATP liberado de un tejido dafiado o inflamado puede actuar en los receptores
P2X expresados en las neuronas primarias aferentes. La despolarizacion que este evento desencadena puede
iniciar potenciales de accidén que son interpretados como dolor. Las subunidades P2X; son encontradas en un
subconjunto de neuronas primarias aferentes, éstas son sensibles a la capsaicina y tienen un papel en la
regulacion de la liberacién del glutamato (Ding, Cesare, Drew, Nikitaki, y Wood, 2000).

D) Canales de potasio de dominios de dos poros (K,P): Los canales de potasio controlan la excitabilidad de las
neuronas y la conformacién de los potenciales de accién al cambiar el potencial de membrana. Los canales de
potasio tienen el potencial de controlar la excitabilidad de neuronas sensoriales y por tanto regular la actividad
eléctrica de salida de las neuronas sensoriales (Oh, 2007), por tanto no son moléculas sensoriales que detecten
estimulos primarios externos para transducir la actividad eléctrica a neuronas sensoriales. Entre los diferentes
tipos de canales de potasio que existen, los canales de potasio de dominio de dos poros (K,P) llaman la atencion.
Entre estos destacan:



I. El canal de potasio relacionado a TWIK-1 (TREK-1): es un miembro de la familia K,P y fue el primer canal de
potasio mecanosensitivo en ser identificado a nivel molecular en mamiferos. Se encuentra en el sistema sensorial
periférico, particularmente en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal (DRG) que se han asociado con la
nocicepcién. La proteina TREK-1 es un canal polimodal debido a que esta involucrada en la termonocicepcién,
mecanonocicepcion y quimionocicepcién (Abdelkrim, y colaboradores, 2006).

IIl. El canal de potasio sensible al acido relacionado a TWINK (TASK): es un canal que también se conoce con el
nombre de K2P3 y que se ha propuesto que regula la despolarizacién por acidosis en células nociceptivas.
Mientras que las proteinas ASICs pasan corrientes transitorias en respuesta a la acidificacidn, las despolarizaciones
prolongadas se han observado en varios nociceptores, que son consistentes con la inhibicién de canales de fuga de
potasio (Plant, 2012).

E) Canales de sodio dependientes de Voltaje (Na,): La despolarizacién realizada por los canales de sodio
dependientes de voltaje es un componente critico para generar el potencial de accidn en las neuronas. Debido a
su importancia en propiciar la excitabilidad, los canales de sodio dependientes de voltaje se han estudiado
ampliamente. Hasta la fecha se han identificado 10 subunidades a formadoras de poros en los canales de sodio
dependientes de voltajes, entre estos estdan Na,1.1 a Na,1.9 y Nax. Existen reportes de una expresiéon diferencial
de estos canales Na, en el ganglio de la raiz dorsal, lo que indica su participacién en el proceso de propagar las
sefiales nociceptivas (Oh, 2007). Estudios en animales y humanos han identificado varios canales esenciales para la
transmisidon de seiales a lo largo de ejes nociceptivos, estos incluyen a Na,1.3, Na,1.7, Na,1.8 y Na,1.9; siendo
estos tres ultimos los que se expresan preferencialmente en neuronas sensoriales del SNC y Na,1.3 se induce a lo
largo de las vias de sefializacién nociceptivas después de presentar lesiones en el sistema nervioso. El canal Na,1.7
es de especial interés debido a que se ha relacionado con desdrdenes del dolor hereditarios. Deficiencias del canal
Na,1.7 genera insensibilidad al dolor en humanos, poniendo en riesgo a las personas que sufran de una herida que
no podra ser detectada por vias nociceptivas. De igual manera, puede ser un blanco terapéutica para las personas
que sufran de dolor crénico (Dib-Hajj, Cummins, Black, y Waxman, 2010).

F) Canal de cloro activado por calcio (TMEM16A): también denominado Anoctamin 1 (ANO1), es un canal que se
cloné en el 2008 y se ha observado que participa en diversas funciones fisioldgicas como el movimiento del fluido
epitelial. ANO1 se expresa en el ganglio de la raiz dorsal y es un sensor del calor que detecta estimulos termales
nociceptivos en neuronas sensoriales (Cho, y colaboradores, 2012).

G) Nociceptores silenciosos (o durmientes): se encuentran en un estado “silenciado” debido a que son “mecano-
insensibles”. Estos se distribuyen en casi todos los tejidos viscerales y solo se vuelven “mecano-sensibles” después
de una larga estimulacidon con agentes enddgenos activadores del sistema nociceptivo, como por ejemplo, la
presencia de histamina durante la inflamacién (Messlinger, 1997).



thermoTRPs ASICs P2x K2Ps

Figura 1: Receptores de potencial transitorio sensible a temperaturas. Los receptores de potencial transitorio sensible a
temperaturas (ThermoTRP), son canales con seis dominios transmembranales y dominios amino y carboxilo citoplasmaticos. Algunos
“thermoTRPs” tienen numerosas repeticiones de ankirina en su amino terminal. Los receptores ASICs y P2X tienen dos dominios
transmembranales. Los receptores K2Ps estan compuestos por cuatro dominios transmembranales y dos regiones de poros. Las
subunidades formadoras del poro de los canales de sodio dependientes de voltaje estdn compuestas por cuatro subunidades que tienen
seis dominios transmembranales. Regiones transmembranales sombreadas son sensores de voltaje. (Hwang S., 2007, Curr Opin
Anaesthesiol 20:428)

Neurotransmisores de las vias nociceptivas

La transmisién sinaptica entre los nociceptores periféricos y las neuronas del asta dorsal de la médula se realiza
mediante neurotransmisores liberados por las terminaciones centrales de los nociceptores. Estos
neurotransmisores son de dos tipos: glutamatérgicos y neuropéptidos.

Glutamato

El neurotransmisor principal de las fibras sensoriales aferentes a nivel de la médula, tanto para los nociceptores
como para las neuronas no nociceptoras, es el glutamato. El glutamato es un aminoacido que produce potenciales
sindpticos rdpidos en las neuronas del asta dorsal, y actla sobre receptores para el glutamato de tipo AMPA (acido
alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico), permeables a los iones Na*. En determinadas circunstancias,
la repeticion de estimulos dolorosos préximos despolariza la neurona del asta dorsal, por adicidn de potenciales
sindpticos excitatorios. Si la despolarizacion es suficiente, se activa un segundo receptor para el glutamato: el
receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) presente en las neuronas de la lamina I. Este receptor sélo se activa (se
hace permeable a los iones Ca®) si la despolarizacién es suficiente para liberar un ion Mg** que se encuentra
bloqueando al poro del canal y, después de esto, le permite alcanzar el umbral de activacién. La entrada de calcio
en la célula hace que los receptores AMPA sean mas eficaces; como consecuencia, los potenciales sinapticos
excitatorios (despolarizantes) son mayores y el dolor aumenta. Este mecanismo de activacién de los receptores
NMDA explica una parte de los fenémenos de sensibilizacidn central, en donde si se bloquean estos receptores, el
fendmeno desaparece (Fundytus, 2001).

Neuropéptidos

Las aferencias nociceptivas primarias que se activan debido a la presencia de lesiones tisulares o estimulaciones
excesivas de los nervios periféricos inician potenciales sindpticos mas lentos en las neuronas del asta dorsal, que
se deben a la liberacién de neuropéptidos, de los cuales los mas conocidos son la sustancia P y el péptido
relacionado al gen calcitonina (CGRP).



Aunque el glutamato y los neuropéptidos se liberan simultdneamente, tienen efectos diferentes sobre las
neuronas post-sindpticas: los neuropéptidos amplifican y prolongan el efecto del glutamato. Ademas, el glutamato
tiene un radio de accién limitado a la sinapsis en la cual se libera, debido a que existen mecanismos de recaptura
muy eficaces y rapidos, tanto en las terminaciones nerviosas como en las células gliales. Sin embargo, no existen
mecanismos de recaptura para los neuropéptidos, que pueden difundirse y ejercer su efecto a distancia. Parece
ser que este hecho, combinado con un incremento en la tasa de liberacién de neuropéptidos, contribuye al
aumento de la excitabilidad del asta dorsal de la médula y a la localizacién difusa del dolor en muchas situaciones
clinicas (McHugh y McHugh, 2000).

El neuropéptido Y (NPY) también estd involucrado en la nocicepcidn. Este es un péptido de 36 aminoacidos que
actua via receptores Y acoplados a proteina G para iniciar la sefializacién celular. El NPY modula una variedad de
procesos fisioldgicos, incluyendo los procesos somatosensoriales. Su expresidon es en las neuronas y en las
terminales del ganglio de la raiz dorsal, donde posiblemente tenga una funcién de respuesta compensatoria
adaptativa al incremento de sefiales excitatorias, debido a que la pérdida de funcién del neuropéptido Y genera un
incremento en la hipersensibilidad tactil y térmica en ratones. Mientras que su sobreexpresidon provoca una
disminucién en la deteccidn del dolor e incrementa la tolerancia al dolor (Soloway, Bose, Corder, Donahue, y
Taylor, 2011). Ademas, se demostré in vitro que éste bloquea la produccién de la substancia P y por tanto su
efecto nociceptivo (Walker, Ewald, Perney, y Miller, 1988).

Otro neuropéptido que tiene efectos inhibitorios o modulacién negativa de la nocicepcién es la galanina. A pesar
de que la galanina también se expresa en células del ganglio de la raiz dorsal y que tiene funciones similares a las
del neuropéptido Y, ésta se expresa en distintas poblaciones neuronales, lo que sugiere que posee una funcién
distinta. Ratones nulos de galanina son hipersensibles ante estimulos nocivos, pero a diferencia del neuropéptido
Y, la galanina estd particularmente involucrada en la modulacidon de dolor generado por estimulos térmicos
(Lemons y Wiley, 2011).

El sistema nervioso central

La ramificacidn central de los nociceptores tiene su terminacién en el asta dorsal de la médula espinal, donde
realiza conexiones sindpticas con un complejo arreglo de neuronas que juegan distintos papeles en el
procesamiento de la nocicepcidn y el dolor. Algunas interneuronas realizan conexiones con neuronas motoras
para generar un reflejo de retraccién nociceptivo. Por el contrario, las neuronas eferentes (o de salida) de la
espina dorsal, realizan proyecciones rostrales y transmiten el mensaje nociceptivo hacia el sitio de formacion
reticular del tronco cerebral y el tdlamo. Ente las vias de ascensidn derivadas de la espina dorsal estan los tractos
espinotalamicos y los espinoreticulotaldmicos, asi como la via de la amigdala-espinoparabraquial (Figura 2), la cual
brinda un acceso mas directo a los circuitos limbicos emocionales del cerebro (a través de la amigdala) (Animals
National Research Council (US) Committee on Recognition and Alleviation of Pain in Laboratory, 2009).
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Figura 2: Circuito neuronal del dolor. En los receptores nociceptivos de las fibras C y las A se detectan los estimulos nociceptivos
provocados por protones, calor, frio, presion mecanica y quimicos irritantes. En tanto que las fibras AR detectan los estimulos téctiles. Estas
sefiales nociceptivas pasan por el ganglio de la raiz dorsal hacia la médula espinal donde nuevamente es transmitida por la via
espinoparabraquial hacia los centros limbicos donde se procesa la informacién generando la respuesta de evasién o el componente
emocional que acompaia el dolor, o bien por la via espinotalamica que lleva las sefiales hacia el tdlamo donde se procesa y discrimina la
informacién (Kuner, R., 2010. Central mechanisms of pathological pain. nature medicine, 16(11), p. 1260).

Drosophila melanogaster como modelo biologico para el estudio de la nocicepcion
Debido a que la nocicepcién es un mecanismo que se encuentra altamente conservado a lo largo de la escala
filogenética (Ewan y Gary, 2009), se han utilizado organismos modelos como el ratdn, el nematodo Caenorhabditis
elegans, el pez cebra y la mosca D. melanogaster para el estudio de este fendmeno bioldgico (Malafoglia, Bryant,
Raffaeli, Giordano, y Bellipanni, 2013). Los tres modelos comparten caracteristicas fisioldgicas y moleculares
similares en sus neuronas nociceptoras. Sin embargo, D. melanogaster ofrece las siguientes ventajas:

l. Posee solamente cuatro pares de cromosomas, por lo que simplifica las diferentes técnicas genéticas que

se conocen hasta el momento.

II.  Sumantenimiento es de bajo costo y su ciclo de vida es relativamente corto (15-21 dias).

. Posee un sistema nervioso periférico bien caracterizado (Grueber, y colaboradores, 2007) (Tracey, Wilson,
Laurent, y Benzer, 2003).

IV.  Su genoma se encuentra completamente secuenciado y existen distintos centros de almacenamiento de
lineas de moscas con mataciones en genes especificos, en donde es accesible adquirir la linea deseada.

V. Existen genes homdlogos de mosca en humanos que participan en la nocicepcion de forma similar
(Goodman, 2003).

VL. Se han realizado un tamizajes para identificar los genes que participan en la nocicepcion en mosca y se ha
podido corroborar la funcidn nociceptiva de los genes homodlogos en mamiferos (Neely, y colaboradores,
2012).



Con base en lo anterior proponemos utilizar a D. melanogaster como modelo de estudio en el presente trabajo.

Caracteristicas del modelo de estudio

El sistema nervioso periférico larvario de Drosophila melanogaster
El SNP de las larvas de tercer instar de D. melanogaster estd compuesto por dos poblaciones de neuronas
sensoriales distinguibles, las neuronas del tipo | y las del tipo Il (Brewster y Bodmer, 1995).

Las neuronas del tipo I, poseen una sola dendrita cuya porciéon mas distal es un cilio modificado. Generalmente se
encuentran asociados a células accesorias y pueden formar érganos sensoriales como las cerdas sensoriales que
recubren a toda la mosca adulta; el 6rgano de Johnston, con el cual la mosca puede detectar sonidos, el viento y la
gravedad (Kamikoucji, y colaboradores, 2009); y los drganos cordotonales (ch), los cuales se cree son
propioceptores, es decir, drganos sensoriales que transmiten sefiales que le indican al organismo la posicion
relativa de cada parte de su cuerpo con respecto al medio externo (Bargmann, 2004). Las neuronas de tipo | se
han relacionado con mecanismos de mecanosensacion (Vervoort, Merritt, Ghysen, y Dambly-Chaudiere, 1997).

Por otra parte, las neuronas sensoriales de tipo Il presentan como caracteristica distintiva una gran cantidad de
dendritas. Generalmente éste tipo de neuronas no se asocia a células accesorias por lo que no forman érganos
sensoriales como tales. Estas neuronas se clasifican de acuerdo a su morfologia en tres subgrupos: neuronas de
arborizacion dendritica (md-da), neuronas con dendritas bipolares (md-bd) y dendritas traqueales (md-td)
(Grueber, Jan, y Jan, 2002). Las md-da representan al subgrupo mas abundante cuya caracteristica principal son
arborizaciones dendriticas extensivas que inervan por debajo de la epidermis de la mosca. Estas forman un plexo
neuronal similar al encontrado en vertebrados, el cual transmite estimulos dolorosos (Brewster y Bodmer, 1995)
(Tracey, Wilson, Laurent, y Benzer, 2003). Las md-db, se caracterizan por presentar dendritas bipolares. Por
ultimo, las md-td, extienden sus dendritas a lo largo de las ramificaciones traqueales (Bodmer, Barbel, Sheperd,
Jack, Jan, y Jan, 1987) (Brewster y Bodmer, 1995).

Los subtipos neuronales mencionados anteriormente se encuentran organizados a lo largo del eje dorsoventral de
cada hemisegmento del embrién y de la larva. Cada hemisegmento abdominal presenta neuronas del tipo | y II,
clasificados de acuerdo a su posicién a lo largo del eje dorsoventral (ventral, ventral’, lateral y dorsal) y al subtipo
neuronal al que pertenecen (Figura 3 y 4) (Grueber, y colaboradores, 2007) (Ghysen y Dambly-Chaudiere, 1993).

Figura 3: Sistema nervioso periférico de embridn de Drosophila melanogaster. En este estadio de la embriogénesis el
SNP de la larva esta completamente formado. La figura ilustra la organizacidn segmental del SNP y el agrupamiento de cuerpos celulares
desde una perspectiva dorsal (d), lateral (I) y dos agrupaciones ventrales (v y v') sombreados en los segmentos Al, A2, A3 y A4
respectivamente. Los axones fasciculares forman dos nervios periféricos en cada segmento, el fasciculo anterior (a) y posterior (p). Ghyseny
Dambly-Chauriere, (1993), The Specification of Sensory Neuron Identity in Drosophila. Cell, 15 p.224).
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Division del subgrupo de las neuronas md-da
Las neuronas md-da se dividen a su vez, en cuatro clases de acuerdo a la morfologia de sus dendritas y al territorio
abarcado por las mismas. Estas son: Clase |, Clase Il, Clase lll y Clase IV (Figura 4 y 5) (Grueber, Jan, y Jan, 2002).

class| & classlll O
class 1 class IV €

Figura 4: Distribucion y morfologia de neuronas md-da en abdomen de larvas. A) Se muestran los segmentos
abdominales larvales A2-A6 con las neuronas md-da arregladas en agrupaciones dorsales (d), laterales (I), ventrales (I') y ventrales (). En el
recuadro verde se muestra el ganglio tordcico abdominal que es parte del SNC y en el recuadro violeta las proyecciones axonales
sensoriales. B) Vista dorsal representativa del corddn nervioso ventral con axones sensoriales (cabezas de flecha grandes) y unas cuantas
neuronas centrales (cabezas de flechas pequefias) tefiidas con el sistema MARCM (Recuadro verde de la izquierda). Esquema de las
neuronas md-da del SNP indicadas por los rombos (Recuadro violeta de la derecha). Las clases de cada neurona estan indicadas por
distintos colores: clase | en verde, clase Il en amarillo, clase Il en color rosa opaco y clase IV en azul. Modificado de: Grueber, W. B. y
colaboradores, 2007. Projections of Drosophila multidendritic neurons in the central nervous system: links with peripheral dendrite
morphology. Development, 134(1), pp. 55-64.

Las neuronas de la clase | inervan a la regién dorsal de los hemisegmentos larvales y a una zona limitada en Ila
region ventral. Poseen una dendrita principal muy larga con pocas ramificaciones dendriticas (Figura 5).

La clase Il comprende neuronas que inervan a la regién mas ventral de cada hemisegmento, asi como parte de la
porcidén lateral y dorsal. Su complejidad en cuanto a ramificaciones dendriticas es similar a la clase | (Figura 5).

Las neuronas md-da de la clase Il son las mds abundantes. Sus ramificaciones dendriticas cubren
aproximadamente el 70% de la superficie de cada hemisegmento y tienen la particularidad de poseer dendritas
con espinas dendriticas sobresalientes (Figura 5). Sus dendritas pueden compartir una misma area con las
dendritas de otras clases neuronales pero no sobrelapan con las arborizaciones de neuronas de la misma clase.

Por ultimo las neuronas que conforman la clase IV poseen un patrén de ramificacidon dendritica muy complejo, el
cual abarca un drea mayor del territorio con respecto al resto de las clases (Figura 5) (Grueber, Jan, y Jan, 2002).

A pesar de que los cuerpos celulares de las neuronas md-da se posicionan justo por debajo del epitelio y por arriba
del cuerpo de la pared musculosa, la localizacién espacial exacta de las terminaciones nerviosas libres permanece
desconocida (Im y Galko, 2011).
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Figura 5: Esquema del patron de ramificacion de las dendritas en cada clase de neuronas multidendriticas. A)
Ejemplo de neurona de la clase I. B) Complejidad dendritica de las neuronas de la clase Il. C) Ramificaciones dendriticas de la clase Il donde
se pueden observar las espinas dendriticas sobresalientes. D) Neurona de la clase IV que muestra la mayor complejidad de arborizaciones
dendritica comparada con las tres clases anteriores. Modificado de: Grueber, W. B. y colaboradores, 2007. Projections of Drosophila
multidendritic neurons in the central nervous system: links with peripheral dendrite morphology. Development, 134(1), pp. 55-64

Las neuronas nociceptoras en Drosophila melanogaster

Por las caracteristicas propias de las neuronas sensoriales del tipo Il presentes en el sistema nervioso periférico de
D. melanogaster, Tracey y colaboradores (2003) sugirieron que este grupo de neuronas podria tener una funcion
nociceptora. Para corroborar su hipdtesis, este grupo inactivd, especificamente, a las neuronas multidendriticas
del tipo md-da, utilizando el sistema UAS-GAL4 (ver materiales y métodos). Sus resultados demostraron la
relevancia de estas neuronas ya que la inactivacidon de las neuronas multidendriticas md-da ocasionaba la
insensibilidad ante estimulos térmicos nocivos en larvas de mosca (Tracey, Wilson, Laurent, y Benzer, 2003)

Aun cuando las neuronas multidendriticas md-da se han asociado a procesos nociceptivos, se ha observado que
cada clase proyecta sus axones a distintas regiones del SNC. Esto sugiere la posibilidad de que cada clase participe
en procesos sensoriales distintos, por ende es probable que sélo una de estas clases sea la responsable de la
deteccidn de estimulos nociceptivos (Hwang, y colaboradores, 2007) (Grueber, y colaboradores, 2007).

En un estudio realizado por Hwang y colaboradores (2007) demostraron la naturaleza nociceptora de las neuronas
de las clases |, Il y IV (Tabla 1) y observaron que la sola inactivacion de la clase IV es suficiente para que la larva
presente un fenotipo de insensibilidad a temperaturas nocivas (Hwang, y colaboradores, 2007), lo cual es
consistente con su participacién en nocicepcion. Ademas, Tracey y colaboradores (2003) demostraron que estas
neuronas son requeridas tanto para la nocicepcidn térmica como mecanica, lo que convierte a las neuronas md-da
de clase IV en neuronas polimodales (Ainsley, y colaboradores, 2003). En cambio, la inactivacidn de las neuronas
de clase | y Il resulta en una moderada reduccién en la respuesta aversiva de un estimulo mecanico nocivo
(Hwang, y colaboradores, 2007). Aun falta por demostrar si las neuronas |, Il y Il poseen otros mecanismos que les
permitan detectar distintos estimulos nocivos (Im y Galko, 2011).

Tabla I: Clases de neuronas multidendriticas de larvas y los estimulos nocivos que regulan

Clase | Clase I Clase lll Clase IV
Calor nocivo - S - +H+
Mecanico + + - +++
Quimico ? ? ? ?
Frio Nocivo ? ? ? ?

*Signos de interrogacién indican los ensayos que faltan por realizar para determinar su participacién en los procesos de nocicepcion
mencionados. Los signos +++ indican que las neuronas son completamente requeridas para llevar a cabo el proceso, un signo + indica que
es parcialmente requerido. El signo — indica que no es requerida para realizar la respuesta. (Im S. H. y colaboradores, (2011), Pokes,
Sunburn, and Hotsauce: Drosophila as an Emerging Model for the Biology of nociception, Dev Dyn, 241(1)16-26).
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Segmentos musculares, motoneuronas y sinapsis neuromuscular

El sistema neuromuscular embrionario/larval de D. melanogaster exhibe bilateralidad simétrica y organizacidn
segmental reiterada (Figura 6). Posee treinta musculos distintos que persisten a través de los estadios
embrionarios y larvarios. Estos musculos estan inervados por los axones de las motoneuronas que estan
agrupadas en seis principales ramificaciones nerviosas: ramificacion nerviosa intersegmental (ISN), ramificacidn
nerviosa segmental a (SNa), ramificacién nerviosa segmental b (SNb), también se conoce como “ISNb”,
ramificacion nerviosa segmental ¢ (SNc), ramificacién nerviosa segmental d (SNd) y nervio transverso (TN)
(Schmid, Chiba, y Doe, 1999) .

A su vez, las terminales de los axones que forman predominantemente botones sindpticos largos son
denominadas de tipo |, mientras que aquellos que forman pequefios botones son llamados de tipo Il. Ademas, las
terminales axonales de tipo | se subdividen en tipo Ib (tipo | grandes “big”) y tipo Is (tipo | pequefias “small”)
Adicionalmente, una inervacion de tipo lll, que solo se encuentra en un solo musculo, es nombrada debido a la
presencia de insulina en los botones sindpticos (Budnik, 1996).

Los botones de tipo Ib son largos (3-6 um) y las terminales de éstas tienden a ser cortas y con minimas
ramificaciones. Estas son glutamatérgicas y se encuentran en todos los musculos de la larva madura. Los botones
de tipo Is son un poco mas pequefios (2-4 um) que los botones de tipo Ib y sus terminales pueden ser a menudo
mas largas y mas complejas que aquellas de los botones de tipo Ib. Los botones de tipo Is también son
glutamatérgicos (DiAntonio, Petersen, Heckmann, y Goodman, 1999) (Hoang y Chiba, 2001).

»
T T
nerve branches: ¢
SNa 7 . EEN @ B 4
== SNb
- SNd
17
16 8
15

Figura 6: Representacion del sistema neuromuscular de larva de Drosophila melanogaster. En la figura de la izquierda
se observa las proyecciones de los axones del ganglio toracico abdominal hacia los distintos segmentos musculares de la larva. En la figura
de la derecha se observa un ejemplo de tres distintas motoneuronas y el musculo sobre el cual se encuentra inervadas. Las motoneuronas
SNa inervan los musculos 5 y 8. Las motoneuronas SNb inervan en los musculos 13y 12, y entre los 6 y 7. Las motoneuronas SNd inervan
sobre los musculos 15,16 y 17. Modificado de: FruitFly, Genetic Dissection of Neural Systems and Behavio, 2006,
http://hoylab.cornell.edu/fruitfly/shaker/physiology/.
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Elementos moleculares nociceptores de la mosca que son homoélogos en humanos
A pesar de que se aun se desconocen muchos de los mecanismos de la nocicepcién, en D. melanogaster se han
identificado algunos genes que participan en este proceso (Tabla ll), los cuales se revisaran a continuacion.

Kim y colaboradores (2012) demostraron que el gen DmPiezo, que codifica para un canal transmembranal,
participa en el proceso de transduccidn de sefiales provocadas por estimulos mecanicos nociceptivos en paralelo
con el gen pickpocket (Kim, Coste, Chadha, Cook, y Patapoutian, 2012). DmPiezo tiene un gen homdlogo en
ratones (Piezo), el cual participa en el proceso de mecanosensacién (Coste, y colaboradores, 2010), lo que sugiere
gue el mecanismo se encuentra conservado.

Por otra parte, existen 13 representantes de la familia de los canales idnicos del tipo TRP en D. melanogaster.
Estos canales se agrupan en siete subfamilias basdndose en la homologia de su secuencia primaria de
aminodcidos: TRPC, TRPV, TRPA, TRPN, TRPM, TRPML y TRPP (Montell, 2005). De la subfamilia de los TRPA, se han
identificado dos genes involucrados en la nocicepcién térmica; trpal y painless. Ambos se expresan en neuronas
md-da y participan en mecanismos de transduccion de estimulos térmicos nocivos, en particular, a temperaturas
por encima de 45°C. Los organismos que presentan mutaciones en estos canales no son capaces de responder
ante el estimulo termonocivo (Neely, y colaboradores, 2011). El ortélogo tanto de trpal como de painless en
humanos se denomina ANKTM1/TRPA1, éstos pertenecen a la familia de los TRPA, la cual tiene como
caracteristica propia el poseer multiples repeticiones de ankirina en su secuencia (Tobin y Bargmann, 2004)
(Tracey, Wilson, Laurent, y Benzer, 2003). La proteina TrpAl de humanos estd implicado en la nocicepcion, lo que
sugiere una fuerte regulacion genética de la nocicepcidon que se encuentra conservada desde moscas hasta
humanos (Neely, y colaboradores, 2011).

El canal de calcio straightjacket (stj) es una subunidad perteneciente a la familia de los genes a26 y se ha
identificado como un gen que participa en el mecanismo de nocicepcion térmica (Neely, Hess, Costigan, Keene, y
Penninger, 2010). El canal stj tiene su ortdlogo en ratéon y humano: CACNA2D3 (a263), el cual, en ratones muestra
también una respuesta insensible de comportamiento ante un estimulo térmico nocivo. Ademas, en humanos,
polimorfismos del canal a283 se han asociado con una reduccién en la sensibilidad ante estimulos térmicos
nocivos y ante el dolor crénico de espalda (Neely, Hess, Costigan, Keene, y Penninger, 2010). Otro aspecto
relacionado con mutantes de a283 en ratones es que genera una activaciéon cruzada de regiones cerebrales
involucradas en: visidn, olfato y audicién (Neely, Hess, Costigan, Keene, y Penninger, 2010).

También se han identificado dos genes que participan en la sensibilizacidon nociceptiva, la cual ocurre cuando se
produce un dafio al tejido y las neuronas sensoriales préoximas mejoran su capacidad de respuesta ante los
estimulos externos. Estos dos genes son hedgehog (Hh) y el homdlogo del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) de
mamifero denominado eiger y su receptor weigen (Babcock, Landry, y Galko, 2009). Ambos genes poseen sus
ortdlogos en humanos, lo que demuestra que los mecanismos de sefalizacion que modulan la sensibilizacién
nociceptiva se encuentran conservados (Babcocl, Shi, Jo, Shaw, Gustein, y Galko, 2011).

Otra via que también participa en el proceso de sefializacién de la nocicepcion, es la via de sefializaciéon por
fosfolipidos, en cual participa directamente el fosfoinositol 3-cinasa gamma (P13Ky) y el fosfatidilinositol 5-cinasa
(PIP5K). Neely y colaboradores (2012) identificaron a los genes PI3Ky y PIP5k como candidatos de la via de
sefializacion de la nocicepcidon en D. melanogaster, posteriormente generaron ratones mutantes para estos genes
y observaron que tanto el PI3Ky como el PIP5k también desempefan un papel en la via de sefializacion de la
nocicepcién térmica al funcionar como reguladores negativos del canal TRPV1, a pesar de que el mecanismo de
nocicepcién por sefalizacion de fosfatidilinositol en mamiferos es controversial debido a que, por ejemplo, el
fosfatidilinositol 2-fosfato (PIP,) puede incrementar o disminuir la funcién del TRPV1 (Neely, y colaboradores,
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2012). Estos datos refuerzan la extraordinaria conservaciéon de los mecanismos moleculares de la nocicepcion a
través de diferentes especies.

Por ultimo, el receptor del neuropéptido F (npfr1) de D. melanogaster también estd involucrado en la nocicepcion
térmica. Este codifica para una proteina G acoplada y su homdlogo en mamiferos es el receptor del neuropéptido
Y (npfry). La proteina NPFR1 regula negativamente la respuesta de evasién de D. melanogaster ante estimulos
térmicos nocivos. Su mecanismo de accidn es a través de la atenuacion de la excitacidon neuronal generada por los
canales TRP, como el TRPA, al modular el influjo de Ca®* (Xu, Li, y Shen, 2010).

Elementos moleculares nociceptores de Drosophila melanogaster no homaélogos en

humanos

La familia de los genes DEG/ENac se han estudiado exhaustivamente en Caenorhabditis elegans y en vertebrados
por sus funciones en la mecanosensacién y nocicepcién (Bargmann, 2004). En D. melanogaster se han
caracterizado 31 miembros de esta familia, codificados por los genes pickpocket (ppkl-ppk31). De los 31
miembros de esta familia, solamente se han identificado que tanto como ppkl como ppk26 se expresan en
neuronas multidendriticas (Zelle, Lu, Pyfrom, y Ben-Shahar, 2013). De estos dos genes, ppkl se expresa en las
neuronas multidendriticas de clase IV y participa en la nocicepcién mecanica. Sin embargo, no se han encontrado
homdlogos en humanos que llevan a cabo la misma funcién nociceptiva (Zhong, Hwang, y Trecey, 2010).

Del gen amnesiac (amn) se ha predicho que codifica para un precursor de un neuropéptido, el cual, se ha
determinado que participa en el proceso de nocicepcidon térmica. Ademads, este gen es importante en la
estabilizacion de la memoria olfativa y en varios aspectos de aprendizaje (Aldrich, Kasuya, Faron, Ishimoto, y
Kitamoto, 2010).

El gen longitudinal-lacking (lola) se expresa en neuronas sensoriales md-da y es requerido para la respuesta
evasiva ante estimulos termonocivos. Este gen codifica para un factor transcripcional con dedos de zinc y un
dominio BTB, el cual estd involucrado en la represion transcripcional. El gen lola regula la direccién de los axones
en el SNC y el SNP, el destino celular en el desarrollo del ojo y la identidad neuronal en el sistema olfatorio.
Ademas, lola es requerido para darle identidad a la arborizacién dendritica en neuronas md-da, y esto lo realiza al
regular la expresién de Spire (spir), el cual es un miembro homdlogo de la familia WASP de factores nucleares de
actina. En este contexto, la via de Lola-Spir moldea la arquitectura dendritica al regular la formacién de
ramificaciones dendriticas, la abundancia de F-actina en esas ramificaciones y su arreglo espacial (Ferreira, Ou, Li,
Giniger, y Meyel, 2014).
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Tabla II: Genes implicados en la nocicepcion de Drosophila melanogaster

. Funcidn
Homoélogo en Respuesta en mosca . .
Genes , Respuesta en larva nociceptiva en
mamifero adulta mamifero
ppk1™®® - Mecanosensible ? -
DmPiezo*" Piezo"® Mecanosensible ? Mecanosensible
pain® ANKTM1® Termosensnlole Te_rm.osen5|_ble Te.rm_osen5|.ble
Mecanosensible Quimiosensible Quimiosensible
Mecanosensible
TrpA1®® TrpA1®® Termosensible Quimiosensible Quimiosensible
Termosensible
Stj*" 0263 Termosensible Termosensible Termosensible
hh? SHH Sensibilizacidon ? ?
eiger®™ TNF?” Sensibilizacion ? Sensibilizacion
PI3ky*® PI3ky** ? Termosensible Sensibilizacion
PIP5y® PIP5y®) ? Termosensible Sensibilizacion
amn® - Termosensible Termosensible -
lola®™ - Termosensible ? -

* . 4 . . .7
®ndica el nimero de referencia donde se describe la funcién del gen
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Antecedentes

El primer reporte sobre la identificacion de genes involucrados en la nocicepcién de D. melanogaster fue
documentada por el grupo de Tracey y colaboradores (2003), en el que realizaron un andlisis genético para
identificar mutaciones que generaron un fenotipo de insensibilidad en larvas a temperaturas nocivas. El andlisis
consistid en crear diferentes lineas homocigdticas para inserciones de elementos transponibles insertados
aleatoriamente en el genoma de la mosca, es decir, tener ambos alelos con el elemento P insertado. Estas
inserciones pueden ocasionar la pérdida de funcién de un gen, o bien, pueden insertarse en regiones intergénicas
y no producir fenotipo alguno.

Con esta estrategia, este grupo obtuvo 1500 lineas homocigéticas que analizaron con el siguiente protocolo: para
descartar que la insercién produjera un defecto mecanosensorial que impidiera identificar una nocicepcién
defectuosa, Tracey y colaboradores (2003) tomaron larvas de tercer instar para cada genotipo y las tocaron
ligeramente en la proboscide con una pestafia unida a una aguja de diseccidon. Si las larvas respondian, eran
consideradas para sus estudios posteriores. Acto seguido, ensayaban la respuesta de estas lineas ante un estimulo
térmico nocivo. Para esta prueba, las larvas eran tocadas en la regién abdominal con un cautin calibrado a 46°C
(Figura 7). Si la larva respondia al estimulo dando giros de 360° en un tiempo menor a 3 segundos era considerada
sensible y dicha linea era desechada. Si, por el contrario, la larva tardaba mas de 3 segundos para responder al
cautin era considerada insensible. De esta manera, siguiendo el protocolo anterior, el grupo identificé 49 lineas
gue mostraron una sensibilidad reducida al estimulo termonocivo. Una de estas lineas presenté una mayor
insensibilidad a temperaturas nocivas y fue caracterizada por el grupo, identificando asi al gen painless (Tracey,
Wilson, Laurent, y Benzer, 2003) (Chattopadhyay, Gilstrap, y Galko, 2012). Con esta estrategia, solo es posible
identificar genes en los cuales una mutacion de pérdida de funcién no sea letal en su estado homocigético y cuyo
fenotipo sea visible para un proceso.

Abdominal

segment A4 # heat probe

>45°C

Class IV neuron

T 12 AQ
T3 A1 A2 A3 A4 A5 6 A7 as P F

Early 3" instar larva

Figura 7: Ensayo de cautin en larvas. El cautin debe ser calibrado a una temperatura nociva (46°C) y se coloca en el segmento A4
del abdomen de la larva. El contacto debe ser gentil y se debe mantener hasta 20 segundos o antes en el momento de que muestre el
comportamiento nociceptivo, el cual son giros de 360°. El nUmero de giros puede ser uno solamente o varios consecutivos. (Chattopadhyay
y colaboradores. (2012). Local and Global Methods of Asessing Thermal Nociception in Drosophila Larvae. Journal of Visualized Experiments.
63 (€3837) p5).

En el laboratorio del Dr. Enrique Reynaud se generd una coleccion de 124 lineas de moscas “enhancer trap”, las
cuales poseen insertado aleatoriamente un elemento P{GawB} en el genoma, que contiene el factor
transcripcional GAL4 de levadura, el cual se expresara Unicamente si se insertd en una regidn del genoma cercana
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a un “enhancer” (Johnston, 2012). Posteriormente la M. en C. Médnica Castellanos tomé 38 lineas al azar para
dirigir la expresion de la cadena ligera de la toxina de tétanos (TeTxLc) por medio del sistema UAS-GAL4 (Figura 8).
De esta manera, se inactiva de manera especifica el circuito neuronal en el cual se esté expresando la TeTxLc,
debido a que la TeTxLc realiza un corte proteolitico sobre la sinaptobrevina (Figura 9), sin la cual, no se podria
llevar a cabo la fusidn de vesiculas durante la sinapsis neuronal (Yersin, y colaboradores, 2003). Posteriormente,
Castellanos analizé el fenotipo de insensibilidad al estimulo termonocivo de acuerdo a los ensayos del cautin
caliente sobre el abdomen en larvas de tercer instar que estuvieran expresando la TeTxLc (Castellanos, 2008).

Enhancer-trap GAL4 UAS—gene X

b4
— Sni”;ﬂg — Gals — —Q00000 gene X
UAS
Tissue-specific expression Transcriptional activation
of GAL4 of gene X

Figura 8: Sistema UAS-GAL4 acoplado a un "enhancer trap". El activador transcripcional Gal4 de levadura puede ser utilizado
para regular la expresion de genes en D. melanogaster al insertar la secuencia de activacion rio arriba (UAS), la cual debe estar fusionada a
algun gen de interés. El gen Gal4 se inserta en un sitio aleatorio del genoma de D. melanogaster para generar lineas “enhancer-trap”, las
cuales expresan GAL4 bajo el control de “enhancers” cercanos del genoma. La expresion del “gene x” es llevada a cabo a través de cruzar
una linea GAL4 “enhancer-trap” con otra que contenga UAS-gene X. Este sistema se ha utilizado para llevar a cabo “screenings” para genes
que expresan fenotipos particulares cuando se expresan de manera incorrecta en un tejido en particular. (Daniel St. Johnston, (2002). The
art and design of genetic screens: Drosophila melanogaster. Nature Review Genetics. 3, p180).

synaptic vesicle

nSec 1

VAMP 2
TeTx ...---

y
SNAP-25 "->g syntaxin 1

presynaptic membrane

Figura 9: Mecanismo de accidn de la toxina de tétanos. Para llevar a cabo la fusién de una vesicula sindptica se requiere de la
presencia de VAMP 2 en la vesicula, y de SNAP-25 y sintaxina 1 en la membrana presindptica. La toxina de tétanos (TeTx) previene la
neurotransmision al realizar un corte proteolitico sobre la sinaptobrevina, la cual es un componente de la VAMP 2. La proteina nSecl puede
estar implicada en la regulacion de la sintaxina 1 en su interaccion con sus proteinas de unidn. (Modificado de: Yersin y colaboradores.
(2003). Interactions between synaptic vesicle fusion proteins explored by atomic force microscopy. PNAS. 100(15) p8741).
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De las 38 lineas probadas, la M. en C. Castellanos (2008) descubrié 4 lineas que catalogd como insensibles,
debido a que el total de larvas probadas que resultaron insensibles fue mayor al 30% y cercana al 50%, que era la
proporcién esperada procedente de la cruza entre moscas de la linea mutante con la linea de la TeTxLc en su
condicién heterocigética. Como control, en todos los experimentos, se probaron larvas de tercer instar de moscas
UAS-TeTxLc, las cuales respondieron al estimulo termonocivo en un tiempo menor a 3 segundos. En la tabla Ill se
muestran los resultados (Castellanos, 2008).

Tabla lll: Lineas reportadas como insensibles en el tamizaje de termosensibilidad expresando la TeTxLc

Linea Total de larvas probadas % Larvas Insensibles % Larvas Sensibles
TeTxLc 119 2.52 97.47

L6.3 320 48.75 53.75

L93 201 42.28 57.71

cm8 141 68.08 31.91

L13 305 37.04 62.95

*(Datos de Castellanos, 2008)

Posteriormente, Castellanos y colaboradores (2008) se dieron a la tarea de determinar el cromosoma en el cual se
insertd el elemento P{GawB} en estas lineas (Tabla 1V), utilizando herramientas genéticas tales como la cruza con
moscas “doble balancer”, las cuales son moscas con duplicaciones cromosémicas que impiden la recombinacion
cromosdmica y poseen un marcador genético en cada cromosoma, lo que permite identificar el cromosoma en el
cual el elemento P{GawB} se encuentra insertado.

Castellanos y colaboradores (2008) caracterizaron molecularmente el sitio de insercidén del elemento P{GawB} en
estas lineas utilizando la técnica conocida como “PCR inverso”. Esta técnica utiliza la secuencia flanqueante del
elemento P{GawB} como templado para oligos especificos, los cuales permitirdn amplificar la regidon gendmica
aledafia al elemento P{GawB} (Figura 10), y tras una busqueda por similitud de secuencias en bases de datos,
pudieron conocer el posible gen que pudiera estar afectado por la insercion del elemento P{GawB}. Cabe
mencionar que debido a cuestiones metodoldgicas, Unicamente pudieron determinar el sitio de insercidon del
elemento P{GawB} en dos de las cuatro lineas encontradas (Tabla IV).
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Figura 10: Técnica del PCR inverso. La técnica del PCR inverso permite obtener la secuencia genémica aledafia a un transposon
insertado en un genoma. Consiste basicamente en cuatro pasos: 1) Se utiliza una enzima de restriccién para cortar al transposon cerca de la
regién gendmica y por azar se espera que también corte al ADN gendmico cerca del transposon. 2) Se ligan los extremos resultantes. 3) Se
procede a realizar un “PCR estandar” utilizando oligos especificos para el transposén. 4) Se obtiene una secuencia amplificada de la regién
gendmica. (Modificado de: Uren y colaboradores. (2005) Oncogene. 24).

Tabla IV: Identificacion del sitio de insercion del elemento P{GawB} en las distintas lineas

Nombre de la linea Cromosoma Gen que interrumpe
L6.3 3 Twin
L93 2 ?
CcM 8 3 ?
L trece X Rabfilina

*(Datos de Castellanos, 2008)

Caracteristicas de los genes encontrados

Linea L6.3 (twin)

El gen twin de D. melanogaster codifica para una proteina que es homdloga al gen CCR4 de levaduras y ortélogo
al gen CNOT6L de humanos. Forma parte de un complejo conservado en eucariontes denominado CCR4-NOT, el
cual participa en la regulacion de ARN mensajeros al desestabilizarlos mediante la deadenilacion (Temme,
Zaessinger, Meyer, Simonelig, y Wahle, 2004) (Morris, Hong, Lilly, y Lehmnn, 2004) (Temme, y colaboradores,
2010).

Durante la ovogénesis en D. melanogaster, una célula madre se divide en forma asimétrica para generar una sola

| o«

célula germinal, que se divide cuatro veces para generar el “quiste”, que es el conjunto de las 16 células
interconectadas precursoras del ovocito. Una de estas células completara la meiosis y se convertird en el ovocito;
las otras 15 células se transformaran en las células nodriza que sintetizaran proteinas y ARNm (ARN mensajero)
que seran transportados a través de los puentes citoplasmaticos al ovocito. Estas moléculas serdn necesarias para

la maduracidn del ovocito y para los pasos tempranos de la embriogénesis (Lodish, y colaboradores, 2005).
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Especificamente, se ha observado que twin es requerido durante la ovogénesis temprana para coordinar la
division del “quiste”, la especificacidon del destino del ovocito y durante la maduracidn de la cdmara de huevos
(Morris, Hong, Lilly, y Lehmnn, 2004). Esto lo lleva a cabo twin mediante la regulacién de la longitud de la cola de
poli(A) de ciclinas mitéticas, como la ciclina A, y afectando indirectamente la expresién de otros factores
requeridos para la diferenciacion de la linea germinal, como Bam (Morris, Hong, Lilly, y Lehmnn, 2004). Adem3s,
cuando twin se encuentra formando el complejo de deadenilacién CCR4/POP2/NOT, es capaz de interaccionar con
la proteina Smaug para llevar a cabo la desestabilizaciéon y localizacion de transcritos especificos maternos

(Semotok, Cooperstock, Pinder, Vari, Lipshitz, y Smibert, 2005).

Uno de los blancos de este complejo CCR4/POP2/NOT con Smaug es el ARNm de nanos, cuya degradacion es
necesaria para formar el patrén antero-posterior en el embridn de D. melanogaster (Zaessinger, Busseau, y
Simonelig, 2006). A su vez, nanos participa en el proceso de morfogénesis neuronal, al regular la ramificacidn
dendritica de las neuronas md-da de clase IV. Este proceso no ocurre en la ramificacion temprana de las neuronas,
sino que nanos actla en estadios tardios del desarrollo, posiblemente en el manteniendo de las ramificaciones
existentes o promoviendo la extension de nuevas ramificaciones durante el crecimiento de la larva (Brechbiel y
Gravis, 2008).

En larva, la expresidn de la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el control de la linea L6.3 reportado por la M.
en C. Castellanos (2008), se observé en células epidérmicas que cubren la totalidad de la cuticula de la larva y en
fibras provenientes del ganglio toracico abdominal que finalizaban en el extremo posterior de la larva en cada
hemisegmento larval. En flybase, utilizando microarreglos reportan expresién de twin en: sistema nervioso
central, intestino, cuerpo graso, tubulos de Malpighi, glandulas salivales y trdquea. En moscas adultas, el
Licenciado José Emmanuel Peregrina Garcia (2013), reportd el patron de expresion de la linea L6.3 con GFP en:
neuronas ubicadas en el protocerebro ventro-lateral, el centro motor y mecanosensorial de la antena, en una zona
denominada proa y en el ganglio sub-esofagico (Peregrina-Garcia, 2013). En flybase, utilizando microarreglos
reportan la expresion de twin en adultos en: cabeza, ojos, cerebro, ganglio toracico abdominal, intestino, tubulos
de Malpighi, cuerpo graso, glandulas salivales, corazén, espermateca, glandula accesoria masculina y sobretodo
mucha expresidén en ovarios y testiculos.

En un estudio realizado por Pradhan S. y colaboradores (2012) observaron que twin estd involucrado en la
formacidon de botones sinapticos en las uniones neuromusculares (NMJ) de la larva. Utilizando lineas de D.
melanogaster con mutaciones puntuales en el gen de twin que causaban la pérdida de funcion, observaron que el
nimero de botones sinapticos entre los musculos 6/7 de la larva incrementaba en nimero y tamafio en
comparacion con las lineas de tipo silvestres. Ademads, este fenotipo denominado hiperplasia (aumento anédmalo
del tamafio de un érgano o tejido) se acentuaba alin mas cuando se analizaban sinapsis neuromusculares en larvas
con genes heteroalélicos de twin y hpatl mutados, lo que sugiere que twin y hpatl interaccionan genéticamente.
HPat 1 es un componente de los cuerpos P, los cuales son granulos citoplasmaticos que se encargan de regular la
expresion de los ARNm al reprimirlos y mandarlos a degradacion (Pradhan, y colaboradores, 2012). Esta
hiperplasia en mutantes de twin podria estar relacionada con alguna disfuncionalidad en las neuronas sensoriales
de la larva. Estos datos se pueden asociar con un mecanismo por el cual twin estaria regulando el proceso de
nocicepcién térmica, al regular la ramificacién de las neuronas md-da de clase IV.

También se ha observado que el complejo CCR4-NOT interacciona con la proteina Bicaudal C para regular
negativamente blancos de RNAm durante el desarrollo embrionario y la organizacién del citoesqueleto (Chicoine,
Benoit, Gamberi, Paliouras, Simonelig, y Lasko, 2007).
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Linea L13 (rabfilina)

Rabfilina por su parte no se ha estudiado a detalle en D. melanogaster, aunque existen reportes de que es una
proteina que probablemente participe en la secreciéon de neurotransmisores, transporte mediado por vesiculas,
asi como endocitosis y exocitosis de vesiculas sinapticas (Lloyd, Verstreken, Ostrin, Phillippi, Lichtarge, y Bellen,
2000). En cambio, su ortdlogo rabfilina 3A de mamifero se ha estudiado a mas detalle (Craxton, 2010).

A pesar de que hubo reportes contradictorios del mecanismo de accidn de la Rabfilina 3A, Tsuboi y colaboradores
(2010) han propuesto que la Rabfilina 3A participa en el proceso de exocitosis de las vesiculas de nucleo denso
(VND), las cuales son las encargadas de liberar los neuropéptidos necesarios para la comunicacion entre neuronas.
Este proceso lo realiza al interaccionar con Rab27A, una proteina G pequefia, que se encuentra unida a una recién
ensamblada VND para posteriormente interaccionar con SNAP-25, que se encuentra ubicada en la membrana
plasmatica, y de esta manera fusionar las membranas y liberar el contenido de la VND (Tsuboi, Kitaguchi,
Karasawa, Fukada, y Miyawaki, 2010).

La expresiéon de GFP bajo el control de la linea L13 reportado por la M. en C. Castellanos (2008) involucra
segmentos sensoriales tales como a dos neuronas del disco imagal de antena, subgrupos de precursores neurales
en discos imagales de ala y pata, y en neuronas bipolares en cada hemisegmento larval. En flybase se reporta en
larva la expresién de rabfilina Unicamente en sistema nervioso central utilizando microarreglos. En moscas
adultas, el Lic. Peregrina Garcia (2013), reportd la expresion de GFP de la linea L13 en: los cuerpos fungiformes
gue son unos grupos neuronales implicados en el aprendizaje y la memoria, los |6bulos antenales que son
estructuras encargadas del procesamiento de la percepcién de deteccidon de olores, ademas de una expresiéon
central en los tres neurdmeros toracicos. En flybase, esta reportada en moscas adultas la expresion de la rabfilina
utilizando microarreglos en: cabeza, ojo, cerebro y ganglio toracico abdominal.

Con base en el funcionamiento predicho para la Rabfilina, uno podria esperar que tuviera alguna relacién con el
mecanismo de nocicepcién, al regular la comunicacién entre neuronas y transmitir las sefiales para su
procesamiento.

Linea L93

Los sitios de expresidon de GFP en larva bajo el control de la linea L93 reportados por la M. en C. Castellanos (2008)
se observaron en: estructuras sensoriales de discos imagales de ojo, antena y ala. En moscas adultas, el Licenciado
Peregrina Garcia (2013) determiné el patrén de expresién de GFP en la linea L93 en: el par de patas medias y en
las glandulas salivales.

En trabajos anteriores se intentd caracterizar el sitio de insercién del elemento P{GawB} en esta linea. Sin
embargo, no fue posible su caracterizacién utilizando la aproximacidn utilizada con el PCR inverso, hasta que en
este trabajo se utilizé la técnica de “rescate del plasmido” para determinar el sitio de insercién del elemento
P{GawB}.

Ensayos de comportamiento en placa caliente con larvas de tercer instar

Los estudios de comportamiento en placa caliente con larvas de tercer instar realizados por el Lic. Peregrina Garcia
(2013), consistieron en colocar durante 2 minutos larvas de tercer instar sobre el centro de una placa a una
temperatura de 45°C para observar distintos comportamientos nociceptivos. Gracias al sistema UAS-GAL4 que
permitio la expresién de manera tejido especifico de la TeTxLc para inactivar los circuitos neuronales o el canal de
calcio dependiente de voltaje TRPA1 para la activaciéon neuronal por calor, observé distintos comportamientos
nociceptivos para cada condicidn de las distintas lineas. Los fenotipos reportados por Chattopadhyay vy
colaboradores (2012) que se suelen observar utilizando esta metodologia son 6 y aparecen gradualmente
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conforme la larva percibe un estimulo termonocivo cada vez mds agudo, estos son: movimiento normal <
movimiento violento < giros < azotes < convulsiones < pardlisis; en donde el primer fenotipo nociceptivo se

observa a partir de los 26°C y el ultimo a partir de los 37°C. Los fenotipos reportados por el Lic. Peregrina son los
gue se observan en la tabla V.

Tabla V: Fenotipos reportados en ensayos de placa caliente

Linea Fenotipo
L93 Control Giratorio
L93-TeTxLc Insensible
L93-TRPA1 Paralisis
L13 Control Giratorio
L13-TeTxLc Poco sensible
L13-TRPA1 Convulsiones
L6.3 Control Giratorio
L6.3-TeTxLc Insensible
L6.3-TRPA1 Giratorio +

ELAV-Control Giratorio
ELAV-TeTxLc No viable
ELAV-TRPA1 Convulsiones

Tabla V. Se muestra los fenotipos presentes en cada una de la lineas de manera independiente y expresando la TeTxLc o el canal de calcio
TRPAL. El signo (+) se refiere a un fenotipo mayor al normal y esto se observa por que el tiempo de rodamiento es mayor al normal. ELAV es

un “driver” que se expresa en todas las neuronas y funciona como control. L6.3(twin), L13(rabfilina) y L93 (nervana 3).(*Datos de Peregrina-
Garcia, 2013)
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Justificacion

El dolor crénico afecta al 20% de la poblacion mundial, generando entre los individuos una disminucién en su
calidad de vida. En paises en desarrollo, la prevalencia para esta condicién es del 37%, que representa un
porcentaje mas alto que en paises desarrollados como Dinamarca (20%), Noruega (24%) y Estados Unidos (33%)
(Croft, Blyth, y Windt, 2010), siendo el dolor por nocicepcion una de las causas de este padecimiento (Keay,
Clement, y Blandler, 2000). A pesar de los esfuerzos que se han realizado para comprender el mecanismos de la
nocicepcién, aun queda por comprender varios mecanismos moleculares y componentes genéticos desconocidos
gue participan durante este proceso (Fischer, Mark, y McNaughton, 2010) (Serra, y colaboradores, 2009) (Gewehr,
y colaboradores, 2013).

La mosca de la fruta ha demostrado ser un modelo de estudio adecuado para identificar nuevos genes y
componentes moleculares que participen en el proceso de nocicepcion en mamiferos (Coste, y colaboradores,
2010) (Neely, Hess, Costigan, Keene, y Penninger, 2010) (Babcocl, Shi, Jo, Shaw, Gustein, y Galko, 2011) (Neely, y
colaboradores, 2011) (Neely, y colaboradores, 2012). Entre sus ventajas destaca que tiene un sistema nervioso
bien caracterizado, su ciclo de vida es relativamente corto (15-20 dias en llegar a su etapa adulta), su costo de
mantenimiento es bajo, su genoma se encuentra secuenciado y existen bancos de moscas donde es posible
adquirir lineas mutantes de genes en particular. Por lo tanto, en este estudio se utilizard a la Drosophila
melanogaster para identificar componentes celulares y moleculares que participen en el proceso de nocicepcién.

Hipotesis
Los genes twin, rabfilina y el gen afectado por el elemento P{GawB} de la linea L93 participan en el proceso de la
nocicepcion.

Objetivo General

Determinar la participacion de los genes twin y rabfilina en el proceso de nocicepcion e identificar el sitio de
insercion del elemento P{GawB} de la linea L93.

Objetivos particulares

- Determinar mediante ensayos de nocicepcion térmica en larvas la participacion de los genes twin y rabfilina
utilizando lineas mutantes que disminuyan la expresion de éstos genes.

- Determinar la relacién que existe entre el fenotipo de insensibilidad observado en mutantes de twin con el area
de su sinapsis neuromuscular.

- Determinar el sitio de insercién del elemento P{GawB} de la linea L93, y evaluar si afecta algin gen que participe
en la nocicepcion.

- Realizar un analisis global de la interaccién entre los genes twin, rabfilina y si es posible del gen afectado en la
linea L93, para determinar si interactiian con genes involucrados en la nocicepcion.
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Materiales y métodos

Caracterizacion celular de twin

A diferencia de rabfilina, existen reportes de fenotipos en mutantes de twin, los cuales incluyen defectos en el
numero de células germinales en la cdmara de huevos y defectos en la especificacién del ovocito (Morris, Hong,
Lilly, y Lehmnn, 2004) (Zaessinger, Busseau, y Simonelig, 2006). Se disectaron ovarios de 10 hembras virgenes para
observar las células de las ovariolas. Las disecciones se realizaron en PBS 1X y posteriormente se fijaron en
formaldehido al 4%. Se separaron los ovarios para obtener ovariolas individuales y se afadié una gota de DAPI
(Molecular Probes®) sobre las ovariolas para tefiir el DNA. Se montaron y se observaron en microscopio de
fluorescencia.

Lineas de moscas con las que se trabajaron
Actualmente, existen centros de almacenamiento de lineas de D. melanogaster, en los cuales se han generado
mutantes individuales de distintos genes. Estas mutaciones fueron generadas por distintos métodos, como:

e Inserciones de construcciones de elementos P

e Mutaciones puntuales, por medio de la utilizacién del etil-metano-sulfonato.

e ARN de interferencia (ARNi), los cuales inactivan de manera especifica al gen de interés utilizando el
sistema UAS-GALA4.

En este trabajo se solicitaron distintas lineas mutantes de D. melanogaster que afectan las funciones de los genes
twin, rabfilina y nervana 3, para posteriormente realizar ensayos de termosensibilidad en larvas de dichas lineas
y corroborar la participacién de estos genes en el proceso de nocicepcién. En las tablas VI, VIl y VIII se muestran
las caracteristicas de las lineas que se pidieron al “Bloomington Drosophila Stock Center” (DBSC)
(http://flystocks.bio.indiana.edu/) y al “Vienna Drosophila RNAi Center”
(VDRC)(http://stockcenter.vdrc.at/control/main) con las que se trabajaron.

Tabla VI: Caracteristicas de las lineas de twin con las que se trabajaron

Twin
Fenotipo reportado en AL
Linea Sitio Genotipo po rep predicha del
flybase
alelo
Heterocigdtica viable L.
BDSC , 1 1 1 s, .81 1 1 Pérdida de
! t t TM3, Sb Def .,
432553 Exon 5 st cu sr e’ twin" ca’/ e ec:cos e'n funcion
Mutacién ovogenesis
untual et st € twin® ca'/TM3, P{GAL4 | H igbtica viabl
P BDSC . st cu sr e’ twin> ca /TM3, P{G eterocigética viable pérdida de
432554 Exdn 3 -Kr.C}DC2, P{UAS- Defectos en funcion
GFP.S65T}DC10, Sb* ovogénesis
Pérdida de
funcién o

BDSC Intrén

1118 . G9185 G9185 P . .
; P{E 1
432624 largo w %, P{EP}twin CG17786 Homocigdtica viable | ganancia de

funcién con

Elemento GAL4
P v P{3'SUPor- e
BDSC | Intrén PHtwin“®™®”’b p{5'SUPor- Hetegchfgggae‘r’l'ab'e Pérdida de
#13155 largo P}twin*®®”a, ry>® twin*®*®"” cav®’ L. funcién
0877 /1013, Sh? Ser’ ovogenesis
BDSC | 5’ UTR y' w*’?; P{EPgy2}twin® 0% Homocigética viable | Pérdida de
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http://flybase.org/reports/FBal0016127.html
http://flybase.org/reports/FBal0002131.html
http://flybase.org/reports/FBal0016068.html
http://flybase.org/reports/FBal0003292.html
http://flybase.org/reports/FBal0177318.html
http://flybase.org/reports/FBal0001461.html
http://flybase.org/reports/FBba0000047.html
http://flybase.org/reports/FBal0015145.html
http://flybase.org/reports/FBal0016127.html
http://flybase.org/reports/FBal0002131.html
http://flybase.org/reports/FBal0016068.html
http://flybase.org/reports/FBal0003292.html
http://flybase.org/reports/FBal0177317.html
http://flybase.org/reports/FBal0001461.html
http://flybase.org/reports/FBba0000047.html
http://flybase.org/reports/FBti0013283.html
http://flybase.org/reports/FBti0013283.html
http://flybase.org/reports/FBti0013285.html
http://flybase.org/reports/FBti0013285.html
http://flybase.org/reports/FBal0015145.html
http://flybase.org/reports/FBal0018186.html
http://flybase.org/reports/FBti0131339.html
http://flybase.org/reports/FBal0246903.html
http://flybase.org/reports/FBal0018607.html
http://flybase.org/reports/FBti0058466.html
http://flybase.org/reports/FBti0058466.html
http://flybase.org/reports/FBti0058465.html
http://flybase.org/reports/FBti0058465.html
http://flybase.org/reports/FBal0015008.html
http://flybase.org/reports/FBal0131568.html
http://flybase.org/reports/FBal0159419.html
http://flybase.org/reports/FBal0159419.html
http://flybase.org/reports/FBba0000047.html
http://flybase.org/reports/FBal0015145.html
http://flybase.org/reports/FBal0015427.html
http://flybase.org/reports/FBal0018607.html
http://flybase.org/reports/FBal0095147.html
http://flybase.org/reports/FBti0033157.html

#15863 funcion o
ganancia de
funcion con

GAL4
BDSC Intrén 1118, . d06069 o— 208 n Pérdida de
#19229 - w ", P{XP}twin '/ TM6B Heterocigdtica viable funcion
cl?-zlrz:::séz BDC 95EL- w'™; Df(3R)Exel6198, P{XP- Heterocigdtica viable Delecfo'n.
ica #7677 95F8 UJExel6198/TM6B, Tb* & cromosomica

Tabla VII: Caracteristicas de las lineas de rabfilina con las que se trabajaron

Rabfilina
Funcidén
Linea Sitio Genotipo Fenotipo reportado en flybase predicha
del alelo
Elemento | BDSC ler | P{lacW}G0184a w** P{lacW}R Hemiciedtica viable Pe;‘:da
P #12149 | Intrén ph®®&% 1(1)G0184°°** /FM7¢ & -
funcién
BDSC Pérdida
- y' v, P{TRiP.JF01970}attP2 Homocigdtica viable de
#25950 funcién
ARNi P
VDRC Pérdida
- w8 p{GD7330}v52439 Homocigética viable de
v52439 L.
funcién
Tabla VIII: Caracteristicas de las lineas de nervana 3 con las que se trabajaron
Nervana 3
Fenotipo Funcién
Linea Sitio Genotipo reportado en predicha del
flybase alelo
BDSC , 1118, BG01034 HomOCigética Pérdida de
Elemento P 412761 ler Exon w°; P{GT1}nrv3 viable funcion
BDSC y! VL P{TRIPJF03367}attP2/TM3 | Homocigstica | . croidade
= 1 . funcién con
#29431 , Sb viable GALA
ARNi P
VDRC Homocigdtica Pérdida de
- w8 p{GD4520}v44486 . & funcién con
v44486 viable GAL4

Caracterizacion fenotipica de termosensibilidad en larvas

Ensayos de termosensibilidad con cautin a 45°C
Se crecieron larvas en medio de maiz adicionado con azul de metileno con la finalidad de tener una poblacién

homogénea de larvas de tercer instar que tuvieran el intestino azul, debido a que éstas defecan justo antes de



http://flybase.org/reports/FBal0018186.html
http://flybase.org/reports/FBti0042839.html
http://flybase.org/cgi-bin/txtbrowse_fb.html?xfieldname1=CLOC&group=yes&objtype=gene%20cytogene%20tRNA%20ncRNA%20snRNA%20snoRNA%20miRNA%20rRNA%20transposable_element_insertion_site%20cytoins%20deleted_segment%20cytodeleted_segment%20duplicated_segment%20cytoduplicated_segment&xfield1=95E1--95F8
http://flybase.org/cgi-bin/txtbrowse_fb.html?xfieldname1=CLOC&group=yes&objtype=gene%20cytogene%20tRNA%20ncRNA%20snRNA%20snoRNA%20miRNA%20rRNA%20transposable_element_insertion_site%20cytoins%20deleted_segment%20cytodeleted_segment%20duplicated_segment%20cytoduplicated_segment&xfield1=95E1--95F8
http://flybase.org/reports/FBal0018186.html
http://flybase.org/reports/FBab0038253.html
http://flybase.org/reports/FBti0073815.html
http://flybase.org/reports/FBti0073815.html
http://flybase.org/reports/FBba0000057.html
http://flybase.org/reports/FBal0016730.html
http://flybase.org/reports/FBti0015943.html
http://flybase.org/reports/FBal0095147.html
http://flybase.org/reports/FBti0015944.html
http://flybase.org/reports/FBti0015944.html
http://flybase.org/reports/FBal0103764.html
http://flybase.org/reports/FBba0000009.html
http://flybase.org/reports/FBal0018607.html
http://flybase.org/reports/FBal0017656.html
http://flybase.org/reports/FBti0114680.html
http://flybase.org/reports/FBal0018186.html
http://flybase.org/reports/FBti0095844.html
http://flybase.org/reports/FBal0018186.html
http://flybase.org/reports/FBti0115741.html
http://flybase.org/reports/FBal0018607.html
http://flybase.org/reports/FBal0017656.html
http://flybase.org/reports/FBti0129059.html
http://flybase.org/reports/FBba0000047.html
http://flybase.org/reports/FBba0000047.html
http://flybase.org/reports/FBal0015145.html
http://flybase.org/reports/FBal0018186.html
http://flybase.org/reports/FBti0091866.html

volverse pupas lo que provoca que su intestino se transparente. Se recolectaron larvas de tercer instar que
tuvieran el intestino azul y se colocaron sobre una superficie de vidrio con agua para mantenerlas hidratadas. El
ensayo consistio en lo siguiente: se seleccionaron larvas individualmente y se depositaron en un vidrio de reloj con
un minimo de agua (5uL), se colocd un cautin previamente calentado a 45°C en la seccién abdominal de la larva
por un lapso de 5 a 20 segundos, dependiendo de la respuesta observada. Se consideréd como insensible a aquellas
larvas que presentaron un retraso de mds de 5 segundos en su respuesta, o bien, que no reaccionaron al contacto
con el cautin durante el lapso de tiempo que durd el experimento, y sensibles a aquellas que en un lapso menor a
5 segundos realizaron un comportamiento en donde comenzaran a girar 360°. Como controles experimentales se
utilizé un toque ligero en la nariz de la larva y se debié observar que la larva no presentara defectos locomotrices.

Ensayos de hipersensibilidad con cautin a 37-38°C

Esta es una variable del ensayo de termosensibilidad con cautin, la cual se desarrollé6 en el laboratorio y se
procedid de la misma manera, solo se cambid la temperatura del cautin a una temperatura que se ha reportado
como no nociceptiva, la cual es de menos de 39°C. Se colocé el cautin sobre el abdomen de las larvas y si estas
respondieron en menos de 5 segundos con un comportamiento nociceptivo se consideraron hipersensibles, si no
mostraron comportamiento de giros después de 5 segundos se consideraron no hipersensibles.

Determinacion del sitio de insercion del elemento P{GawB} en la linea L93.

PCR inverso

El sitio de insercion del elemento {GawB} se determind utilizando la técnica conocida como PCR inverso (Figura
10). Esta variante de PCR (Polimerase Chain Reaction, por sus siglas en inglés) permite con solo poseer
oligonucledtidos para una secuencia conocida, en éste caso las secuencias invertidas repetidas del transposoén,
amplificar un fragmento del genoma que flanquea a este elemento P{GawB}.

Extraccion de ADN

Se realizé la extracciéon de ADN a partir de moscas provenientes de la linea L93 y White como la linea control. El
protocolo que se siguid consistidé en una modificacion de la extraccidn Fenol-Cloroformo utilizado cominmente en
laboratorios de biologia molecular. Se utilizaron 10 moscas adultas para cada extraccion de ADN, se
homogenizaron dichas moscas en un buffer de homogenizacién (ver anexo V), el homogenizado se filtré para
eliminar cuticula y otros desechos. El liquido restante se centrifugd a maxima velocidad por un minuto y se
descartd el sobrenadante. La pastilla obtenida se resuspendié en el buffer de resuspensién (ver anexo V) para
romper los nucleos y liberar el ADN. Se eliminaron las proteinas mediante la incubacidén en solucién con
proteinasa K, SDS durante 1 hora a 65°C y tratamientos con Fenol-Cloroformo. El ADN se precipité con etanol y
solucion de acetato de amonio. Una vez obtenido el ADN se verificd su calidad en un gel de agarosa y se cuantificé
por espectrofotometria.

Digestion de ADN por enzimas de restriccion

El ADN se digirid con enzimas de restriccién conforme a la secuencia del elemento P{GawB}, donde se utilizaron
tres enzimas de restriccion que poseian sitios de cortes cercanos tanto a la invertida repetida localizada en el
extremo 5’ del elemento P{GawB}, asi como una enzima con sitio cercano a la secuencia invertida repetida en el
extremo 3’ (Tabla IX). Las reacciones de digestidn se hicieron por separado para cada enzima y se utilizaron 5 pg
de ADN por cada 10 unidades de enzima. Cada reaccion se incub6 a 37°C por 3 horas. La composicién del buffer
dependié de la enzima utilizada. Las digestiones se realizaron en volimenes de 25 pl usando las siguientes
proporciones:
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e  Buffer 10X 2.5uL

e Agua estéril 1.5puL
e ADN (equivalente a 2 moscas) 20 uL
e Enzima (10U/uL) 1 puL

Todas las enzimas usadas fueron comerciales (Roche y New England BiolLabs ® Inc.) y venian con el buffer
correspondiente. Finalmente las reacciones eran inactivadas por temperatura a 80°C durante 20 min.

Tabla IX: Lista de enzimas de restriccion utilizadas para PCR inverso

Enzima Extremo Sitio de corte
Hind Il 5’ a/agctt
Pstl 5’ ctgca/g
Xbal 5’ t/ctaga
Bam | 3 g/gatcc
Ligacion ADN

Una vez verificada la digestién por medio de electroforesis en gel de agarosa, se prepararon 4 reacciones, en cada
una se utilizo:

e Agua destilada 300 ul
e 10X buffer para “T4 DNA ligase” con 10 mM ATP 35 ul
o DNA (equivalente a 1 mosca) 13 ul

Se incubé durante 5 minutos a 65°C para inactivar a las enzimas de restriccién contenidas en la solucion. Se dejo a
temperatura ambiente durante 1 hora antes de afiadir la ligasa (2 pl de T4 ligasa BioLabs™). Se dejaron incubando
las muestras toda la noche a 4°C (8 horas). Para cada reaccion de ligacion se afiadio 40 pl de acetato de sodio 3M y
etanol (100%) para precipitar el ADN. Se dejaron congelando las muestras a -20°C por al menos 10 minutos. Se
centrifugd y se desechd el sobrenadante. Se realizaron lavados con etanol al 70%, se resuspendié en 150 uL de
agua estéril y se cuantificd en NanoDrop™ para ser utilizado en el PCR inverso.

Protocolo de la técnica de PCR inverso
Se utilizaron los oligonucledtidos presentados en la tabla X para las reacciones del PCR inverso, y las condiciones
de reaccidn fueron iguales en todos los casos:

e Buffer 10X 5ul
e MgCl, 5ul
e dNTPs 2.5 ul
e Oligonucledtido 1 1ul
e Oligonucledtido 2 1ul
e ADN ligado (equivalente 1 mosca) 10 pl
e Agua estéril 25 ul
e Enzima Taq polimerasa 1l

Todos los buffers usados fueron comerciales (Roche y New England BiolLabs ®Inc.) y venian con la enzima
correspondiente. Los dNTPs fueron de la marca Roche. El programa en el termociclador fue el siguiente:

28



Desnaturalizacion inicial 94°C 5 min.

Desnaturalizacién en ciclo 94°C 30 seg.
Alineacion 61°C (°TM) 2 min. *Ramp time 40 ciclos
Extension 72°C 30 seg.
Extension final 72°C 7 min.
4°C oo (opcional)

*El “Ramp time” se refiere a un aumento gradual de la temperatura en cada ciclo para mejorar la eficiencia de
amplificacion.

Se utilizé6 como control los oligonucledtidos GAL4 (Tabla X) para verificar si la linea portaba el elemento P{GawB}.
Estos oligonucleétidos permitieron corroborar que era posible amplificar un producto a partir del producto de la
ligacion.

Tabla X: Oligonucleétidos utilizados para amplificar el sitio de insercion del elemento P{GawB} y para amplificar
un fragmento de GAL4 en el elemento P{GawB}

Caddigo Nombre Secuencia 5’ ------- >3 Region Tm
(temperatura

de fusion)
2012-1543 5’'FwdFwd TTTGAAAACATTAACCCTTACG Forward region 5’ 58-60°C
2007-2669 Sec5’'R CACAACCTTTCCTCTCAACAA Reverse region 5’ 60-63°C
2007-1772 Ampli 3'F CAATCATATCGCTGTCTCACTCA Forward region 3’ 65-66°C
2007-1773 Ampli 3'R CCTTAGCATGTCCGTGGGGTTTGAAT Reverse regién 3’ 69-79°C
2007-3548 Gal4Fwd CGTCACAGATAGATTGGCTTCAGTGG Forward region 5’ 69-78°C
2007-3549 Gal4Rev GCGTCGGTGAGTGCACGATAGGGC Reverse region 5’ 73-80°C

Una vez obtenido el producto del PCR inverso se realizo la purificacidon de los productos obtenidos de acuerdo al
manual de Amicon ® Ultra-0.5 Centrifugal Filter Devices: se insert6 el filtro en el tubo para filtrado y se colocaron
las muestras del producto de PCR obtenido. Se agregaron 400 plL de agua destilada estéril, se tapd el tubo y se
centrifugd. El filtrado se pasd a un tubo nuevo, se agregaron otros 400 uL de agua estéril y se volvié a centrifugar.
Finalmente se pasd el filtrado al tubo concentrador y se colocé boca abajo, se centrifugd y se cuantificd en
NanoDrop™.

El producto purificado fue secuenciado, utilizando los oligonucledtidos Sec5’'R y 5’'FwdFwd, en la Unidad de
Sintesis y Secuenciacidn del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Una vez obtenida la secuencia, se realizé un
alineamiento de secuencia en la base de datos del genoma de Drosophila melanogaster
(http://flybase.bio.indiana.edu), con la finalidad de establecer el sitio de insercion del elemento P{GawB}.

Rescate del plasmido

Debido a que la técnica de PCR inverso presenté dificultades técnicas, como anteriormente se menciond en los
trabajos de la M. en C. Castellanos (2008), se procedié a utilizar otra técnica denominada “rescate del plasmido”.
Esta técnica se pudo emplear gracias a las caracteristicas del elemento P{GawB} que se utilizé para generar las
lineas mutantes, ya que posee dentro de su secuencia una regién correspondiente al plasmido “pBluescript Il KS”
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el cual posee un cassette de resistencia a ampicilina, un sitio de origen y sitios de corte reconocidos por distintas
enzimas de restriccion (Figura 11).

Hindlll Hindlll  BamHI Sacl Smal Kpnl
o | —.
oo
Ny

P5' GAL4 hsp70 term white pBluescript KS P23
(2.9kb) (2.9kb)

P[GawB]

~11.2kb

Figura 11: P{GawB}, elemento P utilizado para generar lineas mutantes. P{GawB} contiene una regién Gal4 que depende
de una region “enhancer” gendmica para su transcripcion, una regién de promotores hsp70 (promotor minimo), el gen white que permite
identificar las moscas que poseen el elemento P{GawB} debido a que permite la pigmentacién de ojos rojos en mutantes white y un
plasmido denominado “pBluescript Il KS” con cassette de resistencia a ampicilina para realizar el “rescate del plasmido”, el cual posee
distintos sitios de restriccion Unicos y secuencias universales para los oligos T7 y T3. (http://www.gurdon.cam.ac.uk/~brandlab/3.html:
Neurous System Development — From Stem Cells to Synapses. Brand Lab).

Ill

La técnica del “rescate del plasmido” consistié en aislar el ADN gendmico de la mosca y posteriormente realizar
una digestion del DNA con una enzima de restriccion que corté en los extremos del vector. Se autoligé el ADN
digerido para obtener fragmentos de ADN circulares. Se transformé en cepas E. coli SURE con el DNA circularizado,
las cuales poseen un cassette de resistencia a kanamicina y tetraciclina. Se seleccionaron las colonias que
crecieron en medio selectivo sdlido LB (ver anexo V), en este caso a ampicilina debido a que el pldsmido posee el
cassette de resistencia a ampicilina. Se purificéd el plasmido de las cepas y se mandd a secuenciar utilizando los

oligos universales T3 y T7 (Nan y Walbot, 2009).

El protocolo de la digestidn consistio en lo siguiente: se obtuvo ADN de moscas adultas de la linea L93 (como se
menciond anteriormente). Posteriormente se procedio a la digestién (como se mencioné anteriormente), pero en
este caso se utilizaron enzimas de restriccion que Unicamente tuvieran un solo sitio de restriccion en el extremo
del plasmido “pBluescript Il KS” (Figura 11). De esta manera se utilizaron 3 enzimas distintas (Sal I, Pst | y Xho 1)
(Tabla XI) y se realizé la ligacién (como se menciond anteriormente).

Tabla XI: Enzimas de restriccion para cortar el plasmido “pBluescript 1l KS”

Enzima Extremo de sitio unico de corte Sitio de corte
dentro de pBluescript Il KS
Sal | 5’ g/tcgac
Pst | 5 ctgeca/g
Xho 5 c/tcgag
Kpn | 3’ ggtac/c
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Electroporacion
En cada reaccion para la electroporacion se utilizé:

e Medio SOC (ver anexo V 980 uL
e Mg2M 10 ug
e Glucosa 2M 10 ug
e ADN ligado 1 L (170 ng/uL)
e (Cepas competentes SURE 20 pL

La electroporacién se realizé en un Micro Pulser™ de Bio-Rad en donde se utilizaron 20 pL de la preparacién e
inmediatamente después se afiadié 1 mL de medio de recuperacién (ver anexo V). Se dejaron recuperarse durante
1 hora.

Platear en medio selectivo
Se estriaron las cepas transformadas en medio LB sélido selectivo con 40 pug/mL de ampicilina (ver anexo V). El
volumen utilizado de cada placa fue el siguiente:

1. “Mock” (nada) 100 pL
2. pBluescript Il KS (control) 1ul

3. pBluescript Il KS (control) 10 uL
4. pBluescript Il KS (control) 100 pL
5. Pstl 10 plL
6. Pstl 100 pL
7. Xhol 10 uL
8. Xhol 100 pL
9. Sall 10 pL
10. Sal | 100 pL

Se dejaron incubar a 37°C toda la noche. Al dia siguiente se contaron el nimero de colonias resultantes del control
y se calculd la eficiencia de transformacion (Eficiencia = #colonias en placa/pg de ADN utilizado) (5.64 X 10 ° cepas
transformadas/ug de ADN). Se sembraron las colonias que se obtuvieron en un tubo de ensayos que contenia 2
mL de medio LB liquido selectivo para ampicilinay se incubaron toda la noche a 37°C en agitacidn constante.

Purificacién del plasmido

Se utilizé el protocolo del manual de QlAprep Spin Miniprep Kit using a Centrifugue para la purificacion del
plasmido. El protocolo consistio en: se centrifugd las cepas durante 3 minutos, se resuspendid la pastilla en 250
pL de buffer P1 Qiaprep, se transfiridé a un tubo de microcentrifuga, se afiadié 250 plL de buffer P2 y se mezclé por
inversidon 10 veces. Se afiadio 350 pL de buffer N3 Qiaprep y se mezcld inmediatamente por inversién 10 veces. Se
centrifugd durante 10 minutos, se vacid el sobrenadante en las columnas QlAprep, se centrifugd durante 1
minuto, se desechd el liquido que precipitd, se lavd la columna de QlAprep con 0.5 mL de buffer PB QlAprep, se
centrifugd durante 1 minuto, se lavd la columna QlAprep con 0.75 mL de buffer P QlAprep, se centrifugd durante 1
minuto, se deseché el liquido que precipitd y se centrifugd durante 1 minuto. Finalmente, se colocd la columna
QlAprep en un tubo para diluir el ADN, se afiadié 50 plL de agua, se dejé durante un minuto y se centrifugd
durante otro minuto.

Comprobacion del producto
Se cuantificaron los productos del miniprep, se realizaron digestiones (como se menciond anteriormente) y se
corrié en un gel de agarosa. Una vez que se observd el tamafio esperado de la banda (arriba de 3 Kb) se
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secuenciaron las muestras en la Unidad de Secuenciacidn del Instituto de Biotecnologia, UNAM vy se procedid a
realizar el alineamiento de secuencia en la base de datos del genoma de Drosophila melanogaster
(http://flybase.bio.indiana.edu), con la finalidad de establecer el sitio de insercion del elemento P{GawB}.

Se llevd a cabo una doble digestidn (utilizando Kpn | y Pst 1) para escindir la regiéon gendmica del plasmido, la cual
se llevd a cabo en dos reacciones pero en el mismo tubo:

1ra Reaccién durante 1 hora:

o ADN (del miniprep) 2uL
e BufferlL 1uL
o Kpnl 1ul
e Agua estéril 6 uL

2da Reaccion durante 1 hora:

e Muestra anterior 10 pL
e BufferH 1ul
e Pstl 1ul
e Agua estéril 25 uL

PCR para corroborar el sitio de insercion del elemento P{GawB} en la linea L93

Se disefiaron dos oligonucledtidos que hibridan especificamente con una region gendmica cercana al elemento
P{GawB} para corroborar el sitio de insercidn del elemento P{GawB} en la linea L93, uno para el extremo 5’ y otro
para el 3’ (Tabla XIl). Los otros dos oligos que se utilizaron para el PCR fueron el Ampli 3’F (Tabla X) y el 5'Rev.

Tabla XIlI: Oligonucledtidos utilizados para amplificar el sitio de insercion del elemento P{GawB}

Cadigo Nombre Secuencia 5’ ------- >3 Region Tm
2013-1469 Nrv5'F GTCATTCAAATACATGAGACTCGCC | Forward region 5’ 66-72°C
2013-2669 Nrv3'R TTTTCGCATGGTGCCAATTGATC Reverse region 3’ 65-66°C
2007-3855 5’ Rev CGGTAAGCTAGCTTCGGCTATCG Reverse region 5° 69-72°C

Las condiciones de la reaccidn de PCR fueron las mismas que se describieron anteriormente, solamente que en
este caso se cambié la Tm a 66°C y sin *ramp. Se purificé el producto amplificado (como se describid
anteriormente) y se analizé en un gel de agarosa.

Inmunotincion de sinapsis neuromuscular

Los experimentos de inmunotincidon para visualizar la sinapsis neuromuscular fueron realizados utilizando el
anticuerpo anti-Disc Large (DLG) monoclonal de ratén (1:500). DLG es un antigeno que al inmunoteifiirse da una
sefial especifica en las sinapsis neuromusculares siendo el 80% de la sefial postsinaptica y el 20% presinaptica. El
anticuerpo secundario que se utilizé fue anti-ratdn acoplado a Cy3 (1:500), Rockland Inmunochemicals, Inc.
Gilbert-Ville, PA. Se siguid el siguiente protocolo para realizar las inmunotinciones: larvas de tercer instar con el
intestino azul fueron clavadas sobre placas de sylgard y se realizaron cortes para formar “huaraches” (disecciones
de larvas abiertas por el lado ventral y estiradas de los extremos para exponer su cavidad interior). Fueron
disectadas en PBS y fijadas durante 20 minutos con PBS 1X con 3.7% de parafolmaldehido. Se lavaron tres veces
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con PBS y posteriormente tres veces con TNT (ver anexo V). Se incubaron en TNT con 4% de suero de chivo
durante 4 horas. Pasado el tiempo de bloqueo, los “huaraches” de larvas se incubaron con el anticuerpo primario
DLG en TNT mas 4% de suero de chivo toda la noche a 4°C (8 horas), en agitacidon constante. Se lavaron 6 veces
por 15 minutos c/u con TNT, se agregd el anticuerpo secundario Cy3 en TNT mas 4% de suero de chivo y se dejé
incubar 1 hora a temperatura ambiente y con agitacidon constante. Finalmente se lavaron 6 veces con TNT durante
15 minutos, se montaron en Citifluor Mountant Media (Ted Pella, Inc) y se observaron en microscopio de
fluorescencia.

Analisis de area de sinapsis neuromuscular

Las imagenes se tomaron de la sinapsis neuromuscular entre los musculos 6 y 7 de cuatro distintos segmentos
larvarios (A2, A3, A4 y A5) por ambos lados (izquierdo y derecho) utilizando el microscopio de fluorescencia (Zeiss
Axiovert) a 40X bajo las mismas condiciones en todas las muestras. A la par, se tomaron imagenes en campo claro
del musculo 7. Las imdagenes fueron analizadas utilizando el software Image) of National Institute of Health
(http://rsb.info.nih./gov/ij/javal.6.0_05) en donde se siguid el siguiente protocolo: en la barra menu se seleccioné
la opcidn file-open para abrir la imagen de la sinapsis neuromuscular, se selecciona image-type y se selecciond la
opcion de convertir a 8-bit, posteriormente se selecciond process-subtrac background, con un radio de 50 pixeles
para quitar el fondo. Después se selecciond process-binary-make binary y utilizando la “Wand (tracy) tool” se
selecciond el area correspondiente a la sinapsis neuromuscular. Finalmente, se seleccioné analyze-measure para
registrar el area de la sinapsis neuromuscular en pixeles. Se siguié el siguiente protocolo para tener el area de
sinapsis neuromuscular normalizada con respecto al ancho del musculo: se selecciond la opcidn file-open para
abrir la imagen del musculo 7 correspondiente al segmento donde se realizé la cuantificacion del drea de la
sinapsis neuromuscular. Se sobrelapd la imagen de la sinapsis neuromuscular con la opcién image-overlay-add
image con opacidad del 30% para una medicion mas certera. Posteriormente se seleccioné la herramienta de
“Straight” para medir el ancho del musculo y se selecciond la opcidén analyze-measure para registrar el ancho del
musculo en pixeles. Finalmente, se dividid el drea de la sinapsis neuromuscular en pixeles entre el ancho del
musculo en pixeles.

Interactoma

Se utilizaron las interacciones reportadas en la base de datos: The Drosophila Interactions Database (DrolD)
(http://www.droidb.org/) actualizadas hasta enero del 2014 para lograr una integracion global de la participacion
de los genes twin, rabfilina, y nervana 3, en el proceso de la nocicepcion. Posteriormente, se integraron vy
analizaron utilizando el programa libre denominado Cytoscape v3.1.0 (http://www.cytoscape.org/), utilizando la
herramienta de tools < merge < networks < union.

Analisis estadistico

En los ensayos con cautin caliente se realizaron pruebas de Chi-cuadrada con valores de alfa de 0.01 utilizando el
programa de GraphPad Prism® version 6.01. Se utilizaron pruebas de t de Student paramétricas con valores de alfa
de 0.01 utilizando GraphPad Prism® para el analisis del area de la sinapsis neuromuscular. Los asteriscos en las
graficas obtenidas por las pruebas realizadas en GraphPad Prism® corresponden al orden de magnitud del valor de
p, en donde: * p < 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y **** p < 0.0001.
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Resultados

Caracterizacion fenotipica de twin.

Se ha reportado que mutantes en twin ocasionan defectos en el nimero de células germinales en la cdmara de
huevos y defectos en la especificacidon del ovocito (Morris, Hong, Lilly, y Lehmnn, 2004). En la figura 12 se observa
el fenotipo de los ovocitos de moscas de la linea L6.3 que se generd en el laboratorio, el cual corresponde a un
fenotipo muy similar al reportado en mutantes de twin. En la figura 12A y 12C se observa el fenotipo silvestre del
ovocito de D. melanogaster, el cual en su estado mds desarrollado presenta una distribucién de 15 células en el
polo anterior. En las figuras 12B1 y 12B2 se observan los fenotipos correspondientes a ovariolas de moscas de la
linea L6.3, en las cuales se identifican el aumento andmalo en el nimero de células, la incorrecta separacién entre
las cdmaras de huevos formando una estructurara fusionada, y la carencia de polaridad antero-posterior debido a
que las células se encuentran distribuidos por toda la cdmara de huevos. En la figura 12C se observa la distribucién
de las células en una ovariola de moscas de tipo silvestre reportados por Zaessinger y colaboradores (2006), la cual
es igual a las células del control de la linea de tipo silvestre oregon reportados en este trabajo. Finalmente, en la
figura 12D se observan ovocitos de moscas en la linea mutante con el alelo twin®***
insercion de un elemento P cercano al 5’ de gen twin, reportado por Zaessinger, los cuales tienen un nimero

, que fue generada por la

andémalo de células y una distribucion menos polarizada. Estos resultados nos indican que la linea L 6.3 posee
fenotipo de twin.

Zaessinger et. al. Zaessinger et. al.

Figura 12: Ovocitos de Drosophila melanogaster de la linea oregon y de mutantes de twin. Ovariola de la linea de tipo
silvestre oregon. B) Ovariola de moscas hembras de la linea L6.3 con anomalias en el nimero de células y carencia de polaridad. C) Ovariola
de moscas de tipo silvestres reportados por Zeassinger. D) Ovariola de moscas con el alelo mutante twin*?% reportados por Zeassinger que
poseen anomalias en el nimero de células y sin polaridad. (Imagenes C y D modificados de: Zaessinger y colaboradores (2006).
Development, 133). La distribucidn de las células se observa por la tincion del ADN de los nucleos utilizando DAPI. La imagen se modificé al
color monocromadtico para una mejor visualizacidn de la distribucién celular.
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Determinacion del sitio de insercion del elemento P{GawB} en la linea L93

La técnica de “PCR inverso” presentd en distintas ocasiones falsos positivos, por lo que se utilizé la técnica de
“rescate del plasmido” para identificar el sitio de insercion del elemento P{GawB} en la linea L93. El tamafio del
vector pBluescript Il es de 2961 pb, por tanto se espera que el ADN plasmidico purificado de las colonias
transformadas fuera mayor a ese tamafio. Se obtuvieron en total 7 colonias transformadas cuando se utilizo la
enzima Pst | para digerir el ADN, a las cuales se les purificé el pldsmido (Figura 13A). De las 7 colonias
transformadas se seleccionaron 3 (carriles 2, 3 y 8) para determinar la secuencia gendmica adjunta. El plasmido
obtenido en el carril 2 de la figura 13A, mostré un mayor tamafio que el plasmido y por lo tanto sugirié que poseia
una region gendmica adjunta al elemento P{GawB}. Se realizé una doble digestidn con las enzimas Kpn | y Pst |, de
tal forma que se obtuvieron 2 bandas, indicando la presencia del plasmido y del ADN gendmico (Figura 13B). Al
alinear la secuencia genémica en la base de datos de Drosophila (http://flybase.org/), esta corresponde a una
region en el cromosoma 2 (Figura 13 C), tal como se esperaba por los ensayos genéticos realizados por Castellanos
(2008). Finalmente, se disefiaron oligos de la regiéon gendmica encontrada por el alineamiento y se realiz6 un PCR
utilizando los oligos del elemento P{GawB} para corroborar molecularmente el sitio de insercién del elemento
P{GawB}. De esta forma se observa en la figura 13D que se amplificaron las secuencias del tamafio esperado (~520
pb para el 5’ y ~300 pb para el 3’) utilizando ambos oligos (Figura 13D). Con base en estos datos se identificé el
sitio de insercidon del elemento P{GawB} de la linea L93, el cual se encuentra insertado en el cromosoma 2 a ~10 Kb
de distancia del gen nervana 3 (Figura 13C). Las secuencias obtenidas de los vectores de los carriles 3 y 8 alineaban
con secuencias del cromosoma 3, lo que indicaban falsos positivos y no se continud con su andlisis.
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Figura 13: Determinacidn del sitio de insercion del elemento P en la linea L93. A) Plasmidos purificados de las 7 distintas
colonias transformadas (2-8) con el fragmento de ADN que contiene el vector pBluescript Il KS (y parte de la secuencia gendmica) digerido
con Pst | y autoligado, recuadro rojo indica el ADN del plasmido con el que posteriormente se corroboro el sitio de insercion del elemento
P{GawB}. B) Corroboracidn de que la digestién separé el ADN gendmico del plasmido: marcador (carril 1); digestion con Kpn | + Pst | (carril
2); digestidn con Kpnl (carril 3); digestion con Pst | (carril 4). C) Alineamiento de la secuencia obtenida con el genoma de D. melanogaster
utilizando los oligos universales T7 (C1) y T3 (C2). D) PCR para corroborar molecularmente el sitio de inserciéon del elemento P{GawB}:
marcador (carril 1); extremo 5’ (carril 2); extremo 3’ (carril 3); control de la insercién de P{GawB} utilizando oligos de GAL4 (carril 4); control
de la insercidn de elemento P{GawB} utilizando 2 oligos de regién gendmica cercana al sitio de insercidn del elemento P{GawB} de moscas
L93 donde se esperaria que no amplificara la secuencia (carril 5); oligos de regién genémica en ADN de moscas white (carril 6).
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Ensayos de termosensibilidad con cautin a 45°C
Se realizaron ensayos de termosensibilidad con cautin a 45°C en larvas de tercer instar para identificar si la
pérdida de funcion de los genes twin, rabfilina y nervana 3 genera larvas insensibles.

Ensayos de termosensibilidad con cautin a 45°C en lineas de twin muestran distintos fenotipos de
termosensibilidad.

En total se probaron 4 lineas de twin que poseen un elemento P que interrumpe al gen en distintos sitios, 2 lineas
que tienen una mutacién de sustituciéon en distintos lugares, una linea que tiene deletado en un cromosoma la
regidn correspondiente al gen twin y como control se utilizé a la linea oregon (ver Tabla Xlll y anexos | y IlI). Como
se observa en la figura 14, las larvas de las dos lineas que poseen una mutacién de sustitucion, twin®’ y twin®>, no
presentan insensibilidad, posiblemente debido a que ambas lineas se encuentran balanceadas con TM3 y por lo
tanto el alelo silvestre de twin pudiera estar rescatando su funcidn. Las larvas con el alelo twin®° en su
condicién heterocigética mostraron un 5% de insensibilidad (n =130), lo suficiente para determinar que es distinto

d06069 se encuentra insertado en

a las larvas de la linea oregon (p < 0.01). Las larvas con el elemento P del alelo twin
el intrén largo de twin cerca del 5'(ver anexo Il), lo que podria no afectar tanto la expresion de twin. Las larvas de
la linea Df(3R)Exel3169 heterocigdtica poseen una delecién en una regién cromosdmica que abarca toda la region
del gen de twin (ver anexo Il) y presentan un 8% de insensibilidad (n = 93), con una diferencia significativa con
respecto a las larvas de la linea oregon (p < 0.001), lo que indica que al disminuir la expresién de twin a la mitad

KG0%877 an condicién heterocigética

genera un fenotipo leve de insensibilidad. Las larvas con el alelo twin
presentaron una insensibilidad de 18.5% (n = 135), la cual es una diferencia muy significativa con respecto a las
larvas de la linea oregon (p < 0.0001), sin embargo, se debe tener en cuenta que el otro alelo de twin de tipo

%18 en su condicién homocigética es

silvestre pudiera estar rescatando la funcién. Las larvas con el alelo twin
viable y su elemento P se encuentra interrumpiendo el intrén largo de twin y ademas interrumpe otro gen en su
region codificante que se encuentra dentro del intrén largo de twin denominado CG17786 (ver anexo ll), el cual
posee una funcién desconocida hasta la fecha. Las larvas con éste alelo presentan una insensibilidad de 28.5% (n =
171), la cual es muy significativa cuando se compara con las larvas del control oregon (p < 0.0001). Las larvas con

el alelo twinf"%%3%°

en su condicion homocigdtica son viables y su elemento P se encuentra insertado en el 5 UTR
del gen twin. Las larvas de ésta linea presentd la mayor insensibilidad en la serie alélica, que fue de 54.5% (n =
147), posiblemente la regién que interrumpié el gen es necesaria para la expresién correcta de twin. En este
trabajo, el porcentaje de insensibilidad de las larvas expresando la TeTxLc bajo el patron de expresidon de la linea
L6.3 mostrd un 100% de insensibilidad (n = 61). En resumen, la serie alélica muestra distintas penetrancias en el

9185 v twin®%**°, ambas homocigéticas viables,

fenotipo de termosensibilidad en larvas, en donde los alelos twin
tienen una mayor penetrancia en el fenotipo de insensibilidad en los ensayos de termonocicepcidn, lo que sugiere

que twin participa en el proceso de nocicepcidn.
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Figura 14: Serie alélica de twin en ensayos de termosensibilidad en larvas. Ensayos de termosensibilidad en larvas de
tercer instar con cautin a 45°C sobre el abdomen. Los controles utilizados fueron larvas de la linea oregon (n = 135) y larvas con el genotipo
TeTxLc/Cyo;MKRS/TM2 (n=100). La serie alélica en larvas mostrd la siguiente penetrancia en el fenotipo de insensibilidad en alelos
mutantes de twin: twin*/TM3 (1%, n=80) < twin"/TM3 (1%, n=86) < twin""°/TM6B (5%, n=130) < Df(3R)Exel3169/TM6B (8%, n=93) <
twin 7 /TM3 (18.5%, n=135) < twin®"*®*/twin®®"®* (28.5%, n=171) < twin"*?*’/twin""*?* (54.5%, n=147). La linea TeTxLc/Cyo;L6.3/+

mostro un 100% de insensibilidad en larvas (n=61).

Tabla XIIl. Caracteristicas de los alelos de twin en los ensayos de termosensibilidad en larvas

Penetrancia de

Alelo utilizado Cond!af')r? Tipo de mutacion Sitio dt.e’la insensibilidad en
Homocigética mutacion

larvas
twin®/TM3 Letal Puntual de sustituciéon | Repeticiones LRR* 1%
twin®/TM3 Letal Puntual de sustitucion Dominio catalitico 1%
twin“®°°/TM6B Letal Elemento P{XP} Intrén largo 5%
Df(3R)Exel3169/TM6B Letal Delecién cromosdémica | Todo twin 8%
twin*“®%”” ITM3 Letal Elemento P{SUP-orP} Intrén largo 18.5%

. G9185 1. . G985 . Intrén largo/Gen

twin [twin Viable Elemento P{EP} CG17786 28.5%
twin®"0?% [twin*"023% Viable Elemento P{EPgy2} 5’ UTR 54.5%

*LRR = Repeticiones ricas en leucinas, es un motivo conservado para llevar a cabo la interaccidén proteina-proteina.
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Ensayos de termosensibilidad con cautin a 45°C en mutantes para el gen de rabfilina

Se utilizé el alelo Rth0184b en su condicidén heterocigdtica para realizar ensayos de termosensibilidad en larvas, el
porcentaje de insensibilidad observado fue de 11%, resultando ser significativamente diferente con respecto a las
larvas de la linea oregon (n =106) (p < 0.001) (Figura 15). Esta linea fue la Unica linea de rabfilina con un elemento
P que se encuentra insertado en el gen de rabfilina debido a que fue la Unica disponible hasta la fecha en los
centros de almacenaje, los demas alelos con los que se trabajé corresponden a ARNi que necesitan de un “driver”
para su expresion y generar el silenciamiento especifico de la rabfilina (Tabla XIV). Los ARNi utilizados fueron:
P{GD7330} y P{TRiP.JF0O1970} ambos en su condicion homocigoética. El gen nullo codifica para una proteina
accesoria de unién a actina, por lo que se utilizdé el “driver” Nullo en su condicién homocigdtica que es de baja
expresion ubicua y constitutiva. Las larvas con el alelo P{GD7330}/P{GD7330} mostraron un 6% de insensibilidad (n
= 109), siendo significativamente distintas a las larvas de la linea oregon (p < 0.05). La cruza entre las moscas de
las lineas “Nullo” y P{GD7330} generaron progenie con el genotipo Nullo/+; P{GD7330}/+. Estas mostraron 15% de
insensibilidad en larvas (n = 131) con diferencia significativa con respecto a las larvas de la linea P{GD7330} en su
condicién homocigética (p < 0.05). Las larvas con el alelo P{TRiP.JFO1970}/P{TRiP.JF01970} mostraron un 4% de
insensibilidad (n = 110), lo cual no es significativamente distinto a la larvas de la linea oregon. La cruza entre las
moscas de las lineas “Nullo” y P{TRiP.JF01970} generaron progenie con el genotipo Nullo/+; P{TRiP.JFO1970}/+.
Estas mostraron 17% de insensibilidad en las larvas (n = 170), siendo significativamente distintas a las larvas de la
linea P{TRiP.JF01970} en su condicidon homocigética (p < 0.01). También se utilizé a la linea parental L13/L13 como
“driver” para dirigir la expresidon de los ARNi bajo el patrén de expresién de la linea L13. La cruza entre las moscas
de las lineas L13 y P{TRiP.JFO1970} generaron progenie con el genotipo L13/+;+/+; P{TRiP.JF01970}/+. Estas
mostraron 17% de insensibilidad en larvas (n = 123), siendo significativamente distintas a la insensibilidad de las
larvas de la linea P{TRiP.JF01970} en su condicion homocigética (p < 0.01). La cruza entre las moscas de las lineas
L13 y P{GD7330} generaron progenie con el genotipo L13/+;+/+;P{GD7330}/+. Estas mostraron 22% de
insensibilidad en larvas (n = 100), siendo significativamente distintas con respecto a la insensibilidad de las larvas
con el genotipo P{GD7330} en su condicion homocigdtica (p < 0.001). Por ultimo, la cruza entre las moscas de las
lineas L13 y la TeTxLc generd la progenie con el genotipo L13/+;TeTxLc/+, la cual mostré un 78% de insensibilidad
en larvas (n = 105), siendo significativamente muy distinta con respecto a las larvas de linea de la TeTxLc por si sola
(p < 0.0001). Estos resultados muestran que al utilizar ARNi contra rabfilina, genera una penetrancia de
insensibilidad en los ensayos de termonocicepcién en larvas, lo que podria sugerir la participacion de rabfilina en
el proceso de nocicepcidn.
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Figura 15: Serie alélica de rabfilina de ensayos de termosensibilidad en larvas. Ensayos de termosensibilidad en larvas de
tercer instar con cautin a 45°C sobre el abdomen. Los controles utilizados fueron oregon (n = 135), TeTxLc/Cyo;MKRS/TM2 (n=100), L13/L13
(n = 105), P{TRIiP.JF01970}/P{TRiP.JFO1970} (n = 110) y P{GD7330}/P{GD7330} (n = 109). La serie alélica en larvas mostro la siguiente
penetrancia en el fenotipo de insensibilidad en alelos mutantes de rabfilina: Rph60184b/FM7c (11%, n=106) < Nullo/+; P{GD7330}/+(15%,
n=131) < Nullo/+; P{TRiP.JFO1970}/+ (17%, n=170) < L13/+;+/+; P{TRiP.JFO1970}/+(17%, n=123) < L13/+;+/+;,P{GD7330}/+(22%,N=100). El
genotipo L13/+; TeTxLc mostré 78% de larvas insensibles (n=105).

Tabla XIV. Caracteristicas de los alelos de rabfilina en los ensayos de termosensibilidad en larvas.

. ., Sitiode la Penetrancia de
- Condicién Tipo de mutacién/ .. . .
Alelo utilizado P . . mutacién/ insensibilidad en
Homocigotica | ARN de interferencia . .
interferencia larvas
Rph****/FM7c Letal Elemento P{LacW} ler intron 11%
Nullo/+; P{GD7330}/+ N/A ARNi constitutivo 3er exon 15%
Nullo/+; P{TRiP.JF01970}/+ N/A ARNi constitutivo 2do exdn 17%
L13/+;+/+; P{TRiP.JFO1970}/+ N/A ARNi bajo L13 2do exdn 17%
< L13/+;+/+,P{GD7330}/+ N/A ARNi bajo L13 3er exon 22%

Ensayos de termosensibilidad con cautin a 45°C en nervana 3

Debido a que la regién “enhancer” de un gen puede estar hasta 10kb de distancia del gen y debido a que el gen
mas proximo al elemento P{GawB} en la linea L93 es nervana3 (ver anexo V), se decidié estudiar alelos de
nervana 3 con la finalidad de corroborar si ésta participa en el proceso de nocicepcién.
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La linea con el alelo nry38¢01034

posee un elemento P{GT1} que interrumpe al gen nervana 3 en el 5" UTR. El
elemento P{GT1} esta disefiado para funcionar como un “gen trap”, el cual causa la pérdida de funcién del gen al
impedir la transcripcion del ARNm (Lukacsovich, y colaboradores, 2001). En comparacion con la las larvas de la
linea oregon, ésta presenta muy poca insensibilidad de tan solo 7.4%, los suficiente para ser significativamente
distinta a las larvas de la linea oregon (n = 68) (p < 0.01) (figura 16). En cambio, cuando se expreso la TeTxLc bajo el

patrén de expresion de la linea L93, se observd un 84% de insensibilidad (n = 201).
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Figura 16: Ensayos de termosensibilidad en larvas con alelos mutantes de nervana 3. Ensayos de termosensibilidad en
larvas de tercer instar con cautin a 45°C sobre el abdomen en larvas de la linea L93 y en alelo de nervana 3. oregon es el control (n = 135).
Las larvas de la linea L93 homocigdtica mostrd un 1% de insensibilidad y no es significativamente distinto a las larvas de la linea oregon (n =
100). Las larvas de la linea de la TeTxLc mostraron un 2% de insensibilidad (n = 119). Las larvas con el alelo nrv3®%%4 en su condicién
homocigdtica presentd un porcentaje de insensibilidad de 7.4% y fue significativamente distinto a oregon (n = 68) (p < 0.01). La expresion
de la toxina de tétanos en larvas utilizando el “driver” L93 mostraron un 84% de insensibilidad, siendo significativamente distinto a las larvas
de la linea de la TeTxLc (n =201) (p < 0.0001).

Ensayos con cautin a 37-38°C en las lineas de nervana 3 muestran hipersensibilidad

El gen de nervana 3 codifica para una de las 3 subunidades B de la bomba de Na*/K" ATPasa que existen en D.
melanogaster y es la responsable de localizar correctamente a la subunidad a de la bomba de Na’/K* ATPasa, la
cual es la subunidad catalitica. La bomba de Na’/K' ATPasa es la responsable de generar un gradiente
electroquimica en las células para que puedan viajar las sefales eléctricas lo largo del axdon durante un potencial
de accién. Debido a que la bomba de Na’/K" ATPasa genera el potencial de reposo en las células, se esperaria
observar un cambio en el potencial de reposo cuando ésta se encuentre mutada o silenciada. Mutantes de la
subunidad o de la bomba de Na’/K' ATPasa en D. melanogaster causan hiperexcitabilidad neuronal,
neurodegeneracion y reduce su expectativa de vida (Palladino, Bower, Kreber, y Ganetzky, 2003). De manera
contraria, cuando se generan lineas transgénicas de ratones que sobreexpresan la subunidad B de la bomba de
Na’/K" ATPasa (Atp1b3), el potencial de reposo en células del ganglio de la raiz dorsal se vuelve -4.9 mV mas

40



negativo y el umbral para su activacién se incrementa. En mamiferos se han utilizado los ARNi para silenciar de
manera especifica a la Atplb3 en neuronas del ganglio de la raiz dorsal, generando un comportamiento
nociceptivo mas prolongado en ensayos de formalina en ratones (LaCroix-Fralish, y colaboradores, 2009).

Con base en estos antecedentes, se disefié una variante del ensayo de termosensibilidad con cautin a 45°C, y se
cambié el valor de la temperatura a una a la cual no genera nocicepcién en moscas, la cual es de menos de 39°Cy
qgue sorprendentemente es la misma que en humanos (Tracey, Wilson, Laurent, y Benzer, 2003). De esta manera
se puede observar si la pérdida de funcién del gen de nervana 3, genera hipersensibilidad en las neuronas
nociceptivas y se manifiesta en su comportamiento. Las larvas de la linea parental L93 en su condicidon
homocigdtica mostraron un porcentaje de hipersensibilidad de 33.6% y fue significativamente distinto a las larvas
de la linea oregon (n = 110) (p < 0.0001) (Figura 17 y Tabla XV). Esto puede ser debido a que los “enhancer trap”,
tal como el elemento P{GawB} que se encuentra insertado en la linea de L93, puede estar ocasionando una
disminucién en la expresion de nervana 3 al utilizar la regién “enhancer” que ésta necesita para poder expresarse
de manera fisioldgica. Se realizaron los ensayos en larvas de la linea heterocigética del alelo nrv3®°%* y se
observo una hipersensibilidad del 37.5% y una diferencia significativa con respecto a las larvas de la linea oregon
(n =80) (p <0.0001); cuando se realizaron los ensayos en su condicién homocigodtica este porcentaje aumenté a
44.8% (n = 105), lo cual era de esperar, ya que en la condicidn heterocigética el alelo de tipo silvestre podria estar
rescatando la funcién de nervana 3. Se utilizaron dos ARNi para disminuir la expresién de nervana 3 de manera
tejido especifica, los cuales fueron: P{GD4520} en su condicidon homocigdtica y P{TRiP.JF03367} en su condicion
heterocigdtica (Tabla XV). La moscas de la linea con el alelo P{TRiP.JF03367}/TM3 se cruzaron con moscas de la
linea Tub-Gal4/TM3, para obtener la progenie con el alelo Tub-Gal4/P{TRiP.JF03367, la cual expresaria de manera
constitutiva el ARNi contra nervana 3 en donde se esta expresando el gen de tubulina. Las larvas con éste alelo
presentaron 49% de hipersensibilidad (n = 100), siendo significativamente distinto a las larvas de la linea con el
alelo P{TRiP.JF03367} en su condicidon heterocigética (p < 0.001). La cruza entre las moscas de las lineas L93 y
P{GD4520} generaron la progenie L93/P{GD4520}, en la cual se estaria expresando el ARNi contra nervana3 bajo el
patrén de expresion de la linea L93. Este alelo presentd un 57% de hipersensibilidad en larvas (n = 100), siendo
significativamente distinto a las larvas del alelo P{GD4520} en su condicién homocigética (p < 0.0001). Estos
resultados muestran que al realizar ensayos de hipersensibilidad en larvas mutantes que bajan la expresion de
nervana 3, se observa un incremento en la penetrancia de hipersensibilidad, lo que podria sugerir que nervana 3
participa en el proceso de nocicepcion al establecer el potencial de membrana en reposo de las células
nociceptivas.
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Figura 17: Serie alélica de nervana 3 de ensayos de hipersensibilidad en larvas a temperatura no nociceptiva

(37-39°C). Ensayos de hipersensibilidad en larvas con cautin a 37-39°C. Los controles utilizados fueron: la linea oregon con un 6% de
hipersensibilidad (n = 113), la linea con el alelo P{GD4520}/ P{GD4520} con un 9% de hipersensibilidad y no hay diferencia significativa con
respecto a la linea oregon (n = 100) y la linea con el alelo P{TRiP.JF03367}/TM3 con un 15% de hipersensibilidad y sin diferencia significativa
con respecto a la linea oregon (n = 52). Las larvas de la linea L93 homocigoética presentaron hipersensibilidad de 33.6% vy significativamente
distinto a larvas de la linea oregon (n = 110) (p < 0.0001). La serie alélica mostro la siguiente penetrancia en el fenotipo de insensibilidad en
larvas en alelos mutantes de nervana 3: nrv38601034/+ (37.5%, n=80) < nrv35601034/nrv35601034(44.8%, n=105) < Tub-Gal4/P{TRiP.JFO3367
(49%, n=100) < L93/P{GD4520} (57%, n=100).

Tabla XV. Caracteristicas de los alelos de nervana 3 en los ensayos de hipersensibilidad en larvas.

Alelo utilizado Condicién Tipo de mutacién/ Sitio de la Penetrancia de
Homocigética | ARN de interferencia mutacion/ hipersensibilidad
interferencia en larvas
nrv3*°%%/y Viable P{GT1} 5 UTR 37.5%
nrv3*°% /3 Viable P{GT1} 5" UTR 44.8%
Tub-Gal4/P{TRiP.JFO3367 N/A ARNi constitutivo Exones: 2,3,4y5 49%
L93/P{GD4520} N/A ARNi bajo L93 Exones: 4,5y 6 57%

Hipertrofia de la sinapsis neuromuscular en alelos mutantes de twin

Anteriormente se ha reportado que en alelos hipomdrficos trans-heterdcigos de twin, un aumento en el numero
de botones sinapticos (de 20%) de tipo 1b entre los musculo 6/7 de larvas de D. melanogaster. En lineas trans-
heterocigdticas de twin con hpat, este fenotipo se observa igual, en donde se incrementa el nimero de botones
hasta en un 20% (Pradhan, y colaboradores, 2012). Debido a la plasticidad que existe en las uniones
neuromusculares de D. melanogaster, en donde existe una relacién entre el tamafio de la motoneurona, el
numero de botones sindpticos, los neurotransmisores liberados y sus receptores (Frank, 2014), se decidié analizar

42



la sinapsis neuromuscular de las larvas con los dos alelos de twin que mostraron mayor insensibilidad en los
ensayos de termosensibilidad con cautin y analizar si existe una relacién entre estos fenotipos. Para ello, se analizé
el area de la sinapsis neuromuscular de larvas de tercer instar en cuatro distintos segmentos abdominales entre

los musculos 6/7.

En la figura 18 se muestra el area representativa de la sinapsis neuromuscular del segmento A2 entre larvas de la
linea control oregon y las dos lineas de twin que mostraron mayor insensibilidad en los ensayos con cautin:
twin® vy twin®""?*° ambas en su condicién homocigética. Se aprecia el 4rea abarcada por la sinapsis

neuromuscular entre los musculos 6/7 y se llega a distinguir algunos de los botones sindpticos presentes.

Oregon twin©9185 twintYoz3so

A) Sinapsis
neuromuscular

B) Musculo 6/7

C) Sobrelape

Figura 18: Sinapsis neuromuscular representativa de larvas del segmento A2 entre los musculos 6/7. A) En las
imagenes superiores se muestra el area representativa de la sinapsis neuromuscular de larvas de las lineas oregon, twin®*& y twint"023%0
correspondiente al segmento abdominal A2 entre los musculos 6/7, el cual es inervado por una sola motoneurona SNb de tipo Ib en donde
se pueden observar los botones sindpticos y la inervacién sindptica en rojo fluorescente (indicado por flechas blancas). B) En las imagenes
de en medio se observa el musculo 6/7 donde se localiza la sinapsis neuromuscular (Indicado por flechas blancas). C) En las imagenes de
abajo estan sobrepuestas las imagenes anteriores para una mejor medicién del ancho del musculo (Indicadas por flechas blancas). En esta
imagen representativa el drea de las sinapsis neuromusculares en pixeles normalizados con respecto al ancho del musculo 7 en pixeles son:
oregon =17.37 (7921/456), twin®""® = 60.68 (24579/405) y twin"""**° = 80.34 (33101/412).

Analizando los cuatro segmentos abdominales abarcados en este trabajo (Figura 19), se observo en larvas de la
linea control oregon, que poseen un area de sinapsis neuromuscular homogénea en los cuatro distintos

1 EYO02 . / . L.
69183 ¥02330 5@ observé un area distinta para cada
G9185

segmentos abdominales. En cambio, en los alelos twin y twin
segmento de las larvas. En el segmento A2, el drea de la sinapsis neuromuscular de las larvas del alelo twin
EY02 .,

10233%3umentd en un 73% (p < 0.0001) con respecto a

1 ,
G915 no mostréd
EY02330

aumentd en un 36% (p < 0.01) y de las larvas del alelo twin
larvas de la linea oregon. En los segmentos subsecuentes: A3, A4 y A5, las larvas del alelo twin

diferencia significativa con respecto a larvas de la linea oregon. En cambio, en las larvas del alelo twin , el area
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aumenté en un 36% en el segmento A3 (p < 0.001), un 28% en el segmento A4 (p < 0.01) y un 40% en el segmento

A5 (p < 0.001). Esto demuestra que el alelo twin""%**°
G9185

tiene un fenotipo mas severo en el aumento del area de la
sinapsis neuromuscular que el alelo twin y sugiere una participacién de twin en la homeostasis de la sinapsis

neuromuscular.
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Figura 19: Sinapsis neuromuscular en larvas de alelos de twin. Comparacién del drea de la sinapsis neuromuscular en cuatro
segmentos abdominales larvales de D. melanogaster. El area de la sinapsis neuromuscular en larvas de la linea oregon: segmento A2 fue de
44.8 + 17.61 (n = 26); segmento A3 fue de 52.64 * 15.26 (n = 26); segmento A4 fue de 50.22 + 14.9 (n = 25) y el segmento A5 fue de 48.2 +
18.74 (n = 24). El aumento del drea en el segmento A2 de la linea twin®™® fue de 36% (61.05 + 18.68 (n = 16)) (p < 0.01). El area de los
demas segmento de la linea twin® no mostré un aumento significativo (ns): A3 fue 60.56 + 13.13 (n = 15), A4 fue 56.32 +8.5(n=16)y
A5 fue de 52.87 + 15.58 (n = 16). El aumento del area de la linea twint""?%. en el segmento A2 fue de 73% (77.54 + 29.06 (n = 24)) (p <
0.0001), A3 fue de un 36% (71.7 + 20.11 (n = 24)) (p < 0.001), A4 de un 28% (64.53 + 15.59 (n = 24)) (p < 0.01) y A5 de un 40% (67.37 + 17.07
(n=24)) (p <0.001). SNP (Sinapsis neuromuscular).

El interactoma muestra genes que participan en la nocicepcion

Se realizé un interactoma in silico utilizando las bases de datos de “The Drosophila Interactions Database” (DrolD)
para lograr una comprensidon global de la participacion de twin, rabfilina y nervana 3 en el proceso de la
nocicepcién. twin registra 150 interacciones, rabfilina registra 29 interacciones y nervana 3 registra 27
interacciones. Para observar y analizar los datos se utilizé el programa de Cytoscape, en donde se fusionaros los
interactomas de twin, rabfilina y nervana 3 para observar los nodos que comparten estos genes (Figura 20).
Posteriormente se analizé la funcion descrita para cada uno de los genes que aparecen en el interactoma y se
clasificaron en 6 distintas clases de acuerdo a su funcién: 1) Participan en la nocicepcion, 2) Participan en la
determinacién de las neuronas de clase IV, 3) Participan en la determinaciéon de neuronas de clase |, 4) Poseen
alguna funcién neuronal, 5) Participan en la determinacion de las motoneuronas y 6) Tienen alguna otra funcion
conocida o desconocida.
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Figura 20: Interactoma de los genes de twin, rabfilina y nervana 3. Se utilizaron las bases de datos de DrolD
(http://www.droidb.org/) para obtener las interacciones y se integraron y analizaron en el software libre Cytoscape. Los genes se
clasificaron en 6 distintas clases de acuerdo a su funcién: en verde los genes que participan en la nocicepcion, en marrén los genes que
participan en la determinacion de las neuronas de clase 1V, en violeta los genes que participan en la determinacién de las neuronas de clase
I, en anaranjado claro los genes que participan en alguna funcion neuronal, en rojizo los genes que participan en la determinacién de las
motoneuronas y en blanco los genes que tienen alguna otra funcion o se desconoce su funcidn. Las flechas indican la direccion de la
interaccion predicha en DrolD.

El interactoma mostrd que twin interacciona con 9 genes que participan en la nocicepcion (Tabla XVI), 7 genes que
participan en la determinacién de neuronas de clase 1V, 6 genes que participan en la determinacién de neuronas
de clase 1, 3 genes que participan en la determinacién de motoneuronas y 46 genes que tienen alguna funcién
neuronal. El interactoma con rabfilina mostré que interacciona con: 2 genes que participan en la nocicepcion, un
gen que participan en la determinaciéon de neuronas de clase |, 2 genes que participan en la determinacién de
motoneuronas y 17 genes que participan en alguna funcién neuronal. El interactoma con nervana 3 muestra que
interacciona con 2 genes que participan en la nocicepcion, un gen que participa en la determinacién de las
neuronas de clase IV y 12 genes que participan en alguna funcidn neuronal.

Los nodos que comparten twin vy rabfilina son 13, de los cuales un gen participa en la determinacién de las
neuronas de clase |, un gen en la determinacion de las motoneuronas y 9 genes que participan en alguna funcidn
neuronal. Los nodos que comparten twin y nervana 3 son 6, de los cuales un gen participa en la nocicepcion, un
gen participa en la determinacidn de las neuronas de clase | y 4 genes que participan en alguna funcién neuronal.
Los nodos que comparten rabfilina y nervana 3 son 2, los cuales son genes que tienen alguna funcién neuronal.
Finalmente, hay 3 nodos que comparten twin, rabfilina y nervana 3, de los cuales un gen participa en la
nocicepcion.

Debido a que el complejo CCR4-NOT, en el que participa twin, es una de las deadenilasas principales en D.
melanogaster que regula la expresion de los transcritos a través de interaccionar con proteinas de unién a ARNm
(zaessinger, Busseau, y Simonelig, 2006), se realizd una busqueda en flybase de genes que estan interactuando
tanto con twin vy rabfilina o twiny nervana 3, y que presentan una funcién de unién a los ARNm, con la finalidad
de determinar si twin podria estar regulando la expresidn de rabfilina o nervana 3 a través de genes de regulacién
gue tengan unidon a ARNm. En la figura 21 se observa que los genes rbp9, fne, bcd y D, estan interaccionando con
twin y éstos tienen la funcién conocida de regular la expresion de genes al unirse a los ARNm. Esto sugiere que
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twin podria regular de manera directa la expresidon de nervana 3 al interactuar con rbp9 y fne, y posiblemente
también regular de manera directa a rabfilina a través de bcd y D.

También se ha descrito que el complejo CCR4-NOT, regula genes que poseen en su 3’ UTR la secuencia consenso
conocida como “AU-rich elements” (“AREs”), las cuales son repeticiones del motivo [AUUUA] en el 3’ UTR del
ARNm (Fabian, y colaboradores, 2013). Por lo tanto, se buscé en la base datos “Drosophila ARE database” (“D-
ARED”) (Cairrao, Halees, Khabar, Morello, y Vanzo, 2009), los genes con secuencias “AREs” que estuvieran
interaccionando tanto con twin y rabfilina o con twin y nervana 3, para determinar si twin pudiera estar
regulando a nervana 3 o rabfilina de manera indirecta al regular los genes con “AREs” con los que se encuentran
interactuando. En el interactoma se identificd que los genes CTCF, Cp190, Dspl y dl, poseen “AREs” y que a
excepcion del gen hts, tienen funcién en la regulacion de la expresion génica. Esto sugiere que twin podria regular
a rabfilina de manera indirecta al regular la expresion de Dspl y dl; y a través de regular a CTCF y Cp190, twin
podria regular de manera indirecta la expresion de rabfilina y nervana 3.

N\

Figura 21: Interactoma de twin como regulador de la expresion de rabfilina y nervana 3. El interactoma muestra a
twin interaccionando con Notl1, Pop2 y Not3 que forman parte del complejo CCR4-NOT, a Nervana 3 interaccionando con Atpa y Nrv2
formando la bomba de Na'/K" ATPasa y a rabfilina interaccionando con la proteinas G pequefias: Rab26, Rab27 y Rab3. También se muestra
la interaccion de twin con los genes rbp9, fne, bcd y D (linea roja), los cuales codifican para proteinas regulatorias de unién a ARNm, y la
interaccidn de twin con los genes CTCF, Cp190, hts, Dsp1 y dI (linea azul), los cuales poseen “AREs”. Los circulos verdes corresponden a
genes con funcién nociceptiva descrita, el circulo rojizo a genes con funcién en la determinacién de las motoneuronas y los circulos
anaranjados a genes con alguna funcién neuronal descrita.
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Tabla XVI: Caracteristicas de los genes del interactoma que participan en la nocicepcion

Gen (abreviatura) Interacciona Tipo de interaccion Funcidn predicha en Flybase
(metodologia)
. . PPl (Cromatografia de Neurogénesis,
Antimeros (atms) Twin afinidad) Regulador positivo de la transcripcién
; . PDI (ChIP-seq) Desarrollo del mesodermo,
Bagpipe (bap) Twin Regulador de la transcripcion
PDI (ChIP-seq) Segmentacion de blastodermo,
Caudal (cad) Rabfilina Regulador positivo de la transcripcion,
Regulador positivo de la proliferacion celular
CG3711 Twin PPI (2-hibridos) Factor transcripcional
CG4612 e PPI (Co-inmunoprecipitacion) | Unién a mRNA
Gl (Morris J.Z. et. al (2005)) Divisidn neuroblastica asimétrica,
.. . Neurogénesis,
Ciclina A (CyCA) Twin Regulador de la mitosis,
Regulador del ciclo celular mitético embrionario
: PPI (Reactoma) Regulador de la expresién génica,
Csl4 (csi) Twin Procesamiento del mRNA
PPl (Cromatografia de Comportamiento de cortejo en machos,
Found in neurons Nervana 3, afinidad), Regulacion del proceso metabdlico del RNA
(fne) Twin PPI (Cromatografia de
afinidad)
PPI (Co-inmunoprecipitacion) Regulador negativo de la traduccion,
Regena (rga) Twin Procesos catabdlicos del mRNA,
Inhibicion lateral
Twin, PDI (ChIP-seq), Regulador transcripcional de unién a ADN
Trithorax (trx) Rabfilina PDI (ChIP-seq), Actividad de metiltransferasa de histona
Nervana é PPI (2-hibridos) Direccionalidad del axdn

* PPI: Interaccidn proteina-proteina, PDI: Interaccién proteina-DNA (Factor transcripcional-Gene), Gl: Interaccidn genética.
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Discusion

La nocicepcién es un proceso de vital importancia para los organismos, ya que permite reaccionar y evitar
estimulos o situaciones potencialmente dafiinos. En humanos se han identificado distintos genes que participan
en el proceso de nocicepcidn, los cuales involucran a los nociceptores, éstos son receptores de nervios periféricos
que se activan por estimulos nocivos especificos tales como: calor, frio, irritantes o mecanicos. También se han
encontrado genes que participan en el proceso de transmisidn del estimulo nociceptivo, tal como el canal de sodio
Nav 1.7 codificado por el gen SCN9. Personas que tienen mutado el gen SCN9 no pueden sentir ningun tipo de
dolor fisico y esto provoca que no evitan situaciones dolorosas y dafinas, lo que hace que su expectativa de vida
sea muy corta (Shields, Cheng, Uceyler, Sommer, Dib-Hajj, y Waxman, 2012). A pesar de los esfuerzos que se han
realizado para identificar a los genes involucrados en el proceso de nocicepcion, aun falta por identificar e integrar
la funciéon de todos los genes que participan en éste proceso. Para esta finalidad, D. melanogaster ha resultado ser
un buen modelo de estudio para identificar y caracterizar genes involucrados en la nocicepcion. Al igual que en
humanos, en D. melanogaster se han identificado distintos nociceptores pertenecientes a la familia de los TRP, tal
como painless, que es un canal permeable al Ca®* y que participa en el proceso de termonocicepcion (Sokabe,
Tsujiuchi, Kadowaki, y Tominga, 2008). En otro estudio, realizado por Neely y colaboradores (2012) identificaron al
gen PI3Ky como un candidato de la via de sefializacidn de la nocicepcidon en D. melanogaster y posteriormente
corroboraron su participacién en la nocicepcién en mamiferos (Neely, y colaboradores, 2012). Estos trabajos
sugieren que los mecanismos de nocicepcidn se encuentran conservados entre distintas especies.

Los trabajos realizados por la M. en C. Mdnica Castellanos (2008) en el laboratorio de Dr. Enrique Reynaud
permitieron identificar 4 lineas de D. melanogaster que son insensibles a estimulos termonocivos cuando
presentan en su genoma un elemento P{GawB} que es “enhancer trap” y la expresion del gen para la cadena ligera
de la toxina de tétanos (bajo el sistema UAS-GAL4), lo que provoca que se inactiven circuitos neuronales en el
patrén de expresion del “enhancer” o del gen interrumpido. Las lineas denominadas: L13, L6.3, L93 y CM8 fueron
las que se identificaron como insensibles y posteriormente se identificaron los sitios de inserciéon del elemento
P{GawB} de las lineas L13 y L6.3 con ayuda de herramientas genéticas y moleculares. Para la linea L13 se
identifico el gen rabfilina y para la L6.3 el gen twin como los sitios donde se insertaron los elementos P{GawB}. De
la linea L93 no fue posible caracterizar el sitio de insercion del elemento P{GawB}, ya que no fue posible amplificar
por PCR inverso la regién del genoma en donde se insertd, y la linea CM8 se perdié debido que eran muy poco
viables. Sin embargo, falté determinar si los genes twin y rabfilina participan en el proceso de nocicepcién y de
gué manera estarian participando, ademas de identificar el sitio de insercién del elemento P{GawB} en la linea L93
y su participacion en el proceso de nocicepcion, los cuales fueron los objetivos del presente trabajo.

Caracterizacion del fenotipo en ovariolas de moscas de la linea L6.3 (twin)

Debido a que twin participa en el proceso de ovogénesis al regular la meiosis para dar lugar a 15 células nodriza y
un ovocito, se buscé en hembras de la linea L6.3 homocigdtica un fenotipo asociado a defectos en la ovogénesis,
tal como se reportan en lineas mutantes de twin, donde se observa un aumento anémalo en el nimero de células
durante la ovogénesis y se pierde la polaridad antero-posterior entre las células nodriza y el ovocito (Morris, Hong,
Lilly, y Lehmnn, 2004). Al disectar y observar la cdmara de huevos de hembras provenientes de la linea L6.3
homocigdtica, se observd que en algunas ovariolas se pierde la polaridad antero-posterior entre las células nodriza
y el ovocito, acompafiado de un aumento en el nimero de células (figura 12). Ademas, no se observd una
separacion entre las distintas cdmaras de huevos. Estas evidencias apuntan a que el elemento P{GawB} de la linea

48



L6.3 interrumpe al gen twin causando un alelo hipomdrfico de twin. Sin embargo, esto no ocurrié en todas las
ovariolas, por lo que un andlisis de éste alelo de la penetrancia en el fenotipo de la ovogénesis junto con la
cuantificacion de la expresion de twin brindaran informacion acerca del efecto que causa el elemento P{GawB} en
la linea L6.3.

Caracterizacion de insensibilidad en los ensayos de cautin a 45°C en larvas mutantes

para el gen twin

Se realizaron ensayos de termosensibilidad con cautin a 45°C en distintas lineas de D. melanogaster que contaban
con distintos alelos de twin para determinar si twin participa en el proceso de nocicepcién. Se probaron 2 alelos de
twin heterocigdticos que cuentan con mutaciones de sustitucion: el alelo twin® y el alelo twin®. El alelo twin®
resulta de la sustitucién de un residuo altamente conservado de arginina por una isoleucina en la ultima repeticion
del dominio LRR de Twin, lo que podria prevenir la deadenilacién de los ARNm. En cambio, el alelo twin” resulta
de la sustitucion de una serina presente en un motivo conservado del dominio catalitico de la deadenilasa por un
residuo de isoleucina. Ambos alelos presentan defectos durante la ovogénesis cuando se encuentran como
hemicigéticos, donde el alelo twin®' posee un fenotipo mas fuerte que el alelo twin® (Morris, Hong, Lilly, y
Lehmnn, 2004). En la figura 14 se observa que las larvas de ambos alelos en su condicidn heterocigdtica resultaron
ser sensibles en los ensayos de termonocicepcidn, lo que sugiere que el alelo de tipo silvestre que poseen puede
conferir suficiente funcién de twin como para rescatar el fenotipo. También se probaron lineas con distintos tipos
de elementos P que interrumpen a twin (ver anexo Il) y que tienen una funcién predicha de causar pérdida de

d06068 KG00877

funcién en los genes que interrumpen. Los alelos twin y twin en su condicidon heterocigdtica

respectivamente no tienen ningun reporte fenotipico en flybase. Sin embargo, en los ensayos de

termosensibilidad las larvas presentaron una ligera insensibilidad de 5.4% para el alelo twin®"%

KG00877

y 18.5% para el
alelo twin (Figura 14). Debido a que ambas lineas son heterocigéticas, el alelo de tipo silvestre podria
rescatar la funcion de twin. En los ensayos realizados en larvas con el alelo Df(3R)Exel3169, |a cual tiene deletado
en un cromosoma toda la regidon gendmica correspondiente a twin, ademas de otros genes aledafios, generando
asi una linea hemicigdtica de twin, se observa también una ligera insensibilidad en larvas durante los ensayos, la
cual es de 8.6%. Esto nos sugiere que tener reducida la expresion de twin al 50% puede generar un ligero fenotipo
de insensibilidad, aunque también podria ser debido a los otros genes deletados por el alelo. El elemento P del

alelo twin®*®

en su condicion homocigética se encuentra interrumpiendo el intréon largo de twin y ademas la
regién codificante del gen CG17786, el cual no tiene una funcién conocida. Esta presentd una insensibilidad de
29.5%, posiblemente a que ambos alelos de twin podrian tener una baja expresién, aunque la interrupcidn del gen
CG17786 podria tener un efecto sobre la insensibilidad observada en las larvas. El elemento P que genera el alelo

. EY02
twin 02330

se encuentra interrumpiendo en el 5 UTR del gen twin y en larvas homocigéticas para éste alelo se
observo un 54.4% de insensibilidad en los ensayos de termonocicepcidn. La insensibilidad en larvas generada por
éste alelo pudiera ser debido a que ambos alelos de twin estan afectados por el elemento P, el cual pudiera

impedir la transcripcion de twin.

Cada linea utilizada muestra distintos porcentajes de insensibilidad en larvas, posiblemente a la naturaleza del

elemento P y el sitio donde se insertaron dentro del gen twin, en donde las larvas con los alelos twin®# y

tWI-nEY0233O

en su condicion homocigdtica presentaron el mayor porcentaje de insensibilidad, lo que podria sugerir
que twin esta involucrado en el proceso de termonocicepcion. Para corroborar que estos porcentajes de
insensibilidad estan relacionados con los niveles de expresién de twin es necesario realizar cuantificacion del
ARNm utilizando técnicas como el PCR en tiempo real, y de igual modo la expresion de la proteina con western

blot.
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Caracterizacion de la sinapsis neuromuscular en larvas mutantes para el gen twin

El gen twin codifica para una deadenilasa y participa en los procesos de ovogénesis, desarrollo embrionario y
sinaptogénesis, lo que sugiere que es importante para dar polaridad celular (Morris, Hong, Lilly, y Lehmnn, 2004)
(zaessinger, Busseau, y Simonelig, 2006) (Pradhan, y colaboradores, 2012). El papel de twin en la nocicepcion
pareciera no tener un papel en la transmisién del estimulo nociceptivo, sino mas bien, en establecer polaridad a
los circuitos neuronales por los cuales dicho estimulo se transmite. Debido a que mutantes de twin causan un
aumento en el nimero de botones sinapticos en las uniones neuromusculares, es posible pensar que una
desregulacidn en el nimero de botones dé lugar a una comunicacion desregulada entre neuronas ocasionando
algln problema fisiolégico. Se midié el area de la sinapsis neuromuscular de cuatro segmentos abdominales
larvales entre los musculos 6/7 de las dos lineas que presentaron mayor insensibilidad en los ensayos con cautin
para comprobar si la participacién de twin en el establecimiento de circuitos neuronales se relaciona con la
respuesta nociceptiva ante estimulos termonocivos.

G9185 EY02330

Las larvas con los alelos twin y twin mostraron un aumento en el drea de la sinapsis neuromuscular
variable con respecto a las larvas de la linea oregon entre los distintos segmentos, siendo las larvas del alelo
twin®** |as que presentaron un mayor aumento con un 73% en el segmento A2 con respecto a las larvas de la
linea oregon, que a su vez las larvas con éste alelo fueron las que presentaron la mayor insensibilidad en los
ensayos de termonocicepcion. Lo que podria sugerir que en alelos hipomarficos de twin hay una relacion directa
entre el cambio en la homeostasis neuronal con el fenotipo de insensibilidad en larvas. Sin embargo, aun falta
analizar los demds alelos de twin utilizados en este trabajo para poder determinar si existe una relacién directa

entre el area de la sinapsis neuromuscular y el porcentaje de insensibilidad en larvas.

Los distintos valores del area de la sinapsis neuromuscular entre los distintos segmentos de la larva para un mismo
alelo pudieran indicar que posiblemente twin tenga una participacion en la regulacion sinadptica distinta en los
diferentes segmentos abdominales de la larva, o que los distintos elementos reguladores de la homeostasis
sindptica tienen una participacidn distinta en los diferentes segmentos abdominales. De cualquier forma, los
resultados del presente trabajo sugieren que el aumento en el drea de la sinapsis neuromucular de larvas causado

por los alelos twin®*** EY02330

y twin tienen un papel en la homeostasis sindptica. Este sistema compensatorio ya ha
sido reportado en mutantes de genes que participan en la endocitosis vesicular, como Dap160, en donde su
pérdida de funcidn resulta en un incremento de la arborizacidon dendritica y el nimero de botones presinapticos,
pero con una disminucién en la cantidad de neurotransmisores liberados (Marie, Sweeney, Poskanzer, Roos, Kelly,
y Davis, 2004), y en otros casos la pérdida de funcion de genes de endocitosis vesicular como endofilina,
sinaptojanina y AP80 presentan un incremento en el tamafio de la vesicula e incremento en la cantidad de

neurotransmisores liberados (Chen, y colaboradores, 2012).

Con base en las evidencias presentadas por los distintos alelos de twin, se sugiere que twin podria participar en la
nocicepcién al regular la homeostasis sindptica de los circuitos nociceptivos, esto involucra que twin al ser la
principal deadenilasa de D. melanogaster, tiene como funcion regular de manera coordinada los transcritos de
manera espacio-temporal; en donde la pérdida de funcidn de twin ocasionaria el desbalance en la traduccién de
los ARNm que posiblemente estén involucrados en la homeostasis neuronal o incluso en el proceso de transmision
sindptica en los circuitos nociceptivos. Determinar la expresion de twin y caracterizar cada alelo de twin utilizados
en este trabajo, asi como buscar todos los blancos del complejo CCR4-NOT en el cual twin participa y esta
conservado en humanos, nos proporcionara mas evidencia de la participacion de twin en la nocicepcion.
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Caracterizacion de insensibilidad en los ensayos de cautin a 45°C en larvas mutantes

para el gen rabfilina

El porcentaje de larvas insensibles reportado por la M. en C. Castellanos (2008) de la linea L13 fue de 37%, de un
50% que era el esperado cuando se cruzé con la linea de la TeTxLc. Al repetir este experimento en este trabajo, se
observé un porcentaje de 78% (n = 105) de un 100% de larvas insensibles que expresaron la TeTxLc bajo el patrén
de expresién de la linea L13. Lo que indica que la linea L13 presenta una insensibilidad ligeramente variable, o
bien, que un porcentaje de las larvas experimentales se estdn muriendo muy jévenes, antes de llegar a larvas de
tercer instar. El elemeto P del alelo alelo Rth"ls‘“’ en su condicidn heterocigética fue el Unico elemento P que se
utilizé en este trabajo debido a que era la Unica linea disponible hasta la fecha dentro de Bloomington Drosophila
Stock Center y se encuentra interrumpiendo al gen rabfilina en su primer intrén. Las larvas con éste alelo
presentaron 11% de insensibilidad y se esperaria que en su condicidn homocigdtica aumentara éste porcentaje.
Las larvas con los dos RNAi que se utilizaron bajo el patrén de expresion del driver “Nullo” respectivamente,

mostraron mas insensibilidad que el alelo Rph®*5

, posiblemente a que estén disminuyendo la expresion de
rabfilina constitutivamente y la diferencia entre los porcentajes de insensibilidad mostrados por las larvas entre
éstos alelos no son muy diferentes entre ellos, aun cuando el exén blanco de rabfilina sea distinto entre ellos. Al
utilizar la linea L13 como “driver” y cruzarla con las lineas de los RNAI, se esperaria que disminuyera la expresion
de rabfilina de manera mas especifica y los porcentajes de insensibilidad en larvas aumentara, debido a que la
linea L13 posee el elemento P{GawB} insertado en rabfilina y es un “enhancer trap”. Se observa que los
porcentajes de insensibilidad en larvas de los alelos que poseen el RNAi bajo el patron de expresiéon de L13
aumentan ligeramente, lo que sugiere que rabfilina pudiera participar en la nocicepcion. Aumentar la efectividad
de los RNAI al coexpresar a la proteina Dicer, favoreciendo de esta manera el procesamiento de los RNAI (Lee, y
colaboradores, 2004), deberia aumentar en el porcentaje de insensibilidad en larvas. También es posible que
existan otros efectores en mosca con funciones similares a la rabfilina, como Granofilina y Noc2, que estén
rescatando la pérdida de funcidn de rabfilina y habria que realizar cruzas heteroalélicas con estos efectores, lo que

podria aumentar el porcentaje de insensibilidad en larvas.

Participacion de rabfilina en la nocicepcion

La rabfilina participa en la exocitosis de vesiculas de nucleo denso (VND) recién formadas. Cabe mencionar que en
D. melanogaster no existen reportes fenotipicos de ninguna mutante de rabfilina. Sin embargo, en este trabajo se
observd que en los ensayos de termosensibilidad de la linea L13 que expresa la TeTxLc bajo el UAS de GAL4,
algunas larvas que fueron insensibles mostraron un comportamiento de convulsiones (movimiento descoordinado
sin desplazarse), en donde empezaban a vibrar pero sin realizar los giros de 360° caracteristico del ensayos de
termonocicepcion (no se muestra). Este comportamiento en larvas de éste genotipo ya se ha reportado en
ensayos de termonocicepcidn en placa caliente, en donde se observan distintos comportamientos nociceptivos a
medida que aumenta la temperatura de la placa en donde se encuentra las larvas (Chattopadhyay, Gilstrap, y
Galko, 2012). Esto podria estar sugiriendo que para generar un movimiento nociceptivo es necesaria la exocitosis
las VND. En mamiferos, las terminaciones nociceptivas exhiben VND que contienen neuropéptidos. Las funciones
de las VND en mamiferos en terminaciones periféricas ain se desconocen. Estas pueden contener los mismos
transmisores que en las terminales del sistema nervioso central, el cual es el glutamato para unidades aferentes
nociceptivas (Mense, 2010). En D. melanogaster, también existe la liberacion de neuropéptidos provenientes de
las VND, tal como la DPKQDFMRFamida, la cual participa en la contraccién aumentada de los musculos de la pared
del cuerpo larval (Clark, Milakovic, Cull, Close, y Mercier, 2008). El neuropéptido Y de mamiferos participa en la
atenuacién de la nocicepcidn, su ortélogo en D. melanogaster es el neuropéptido F, el cual regula negativamente
la respuesta de evasién ante estimulos térmicos nocivos (Xu, Li, y Shen, 2010). Lo que sugiere que la rabfilina
podria tener una funcién especifica en los comportamientos de respuesta nociceptivos al regular la liberacion de
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neuropéptidos involucrados en la nocicepcion. Caracterizar el contenido de las VND que interactuan con rabfilina,
y generar mutantes heteroalélicos con los genes que codifiquen para neuropéptidos que pudieran tener una
participacién en la nocicepcién seria necesario para determinar la participacién de rabfilina en la nocicepcion.

Caracterizacion del sitio de insercion del elemento P{GawB} en la linea L93 (nervana 3)

La técnica de “rescate del plasmido” permitié determinar el sitio de insercién del elemento P{GawB} de la linea
L93, el cual se encuentra insertado en el cromosoma 2 a 10Kb de distancia del gen nervana 3. Debido a que los
“enhancer trap” pueden estar tanto rio arriba como rio abajo del gen y pueden estar hasta 35Kb de distancia del
gen (O'Kane y Gehring, 1987), se decidid analizar la participaciéon de nervana 3 en el proceso de nocicepcion.
Nervana 3 codifica para una de las subunidades B de la bomba de Na®/K* ATPasa, la cual es importante para
establecer el gradiente electroquimico de las células. Es de esperar que nervana 3 participe en la comunicacién
correcta entre neuronas al establecer el potencial de membrana y dar lugar al potencial de accién cuando se
alcanza el umbral de activacién por medio de algin estimulo.

Caracterizacion de la insensibilidad e hipersensibilidad en larvas en mutantes para el

gen nervana 3

La linea con el alelo nrv?e%3*

posee un elemento P denominado “gene-trap”, los cuales se insertan cerca del 5’
UTR de genes para llevar a cabo el silenciamiento del ARNm de dicho gen (Lukacsovich, y colaboradores, 2001), lo
que ocasionaria la pérdida de funcién de nervana 3. El porcentaje de larvas insensibles con el alelo nrv*°®%? en su
condicion homocigética fue de 7.4%, siendo significativamente distinto a la linea control oregon. Al analizar el
posible efecto de la pérdida de funcién de la bomba de Na’/K" ATPasa, se esperaria que el potencial de membrana
en reposo aumente ligeramente, ocasionando la activacion de los potenciales con un estimulo menor al

BG01034 o su condicidn

fisioldgico. De esta manera, en los ensayos de hipersensibilidad en larvas con el alelo nrv
heterocigdtica mostraron un 37.5% de hipersensibilidad y en su condicién homocigdtica un 44.8% como era de
esperar, siendo ambas condiciones significativamente distintas al control con las larvas de la linea oregon. Este
mismo fenotipo de hipersensibilidad se ve mas fuerte cuando se utilizaron los RNAI bajo el patrén de expresién de
tubulina, y adn mds severo bajo el patrén de expresion de la linea L93. Lo que sugiere que la subunidad 3 de la
bomba de Na*/K" ATPasa, codificada por nervana 3, podria participan en la nocicepcidn al establecer el potencial

de membrana en las neuronas del circuito nociceptivo.

Fenotipos similares de hipersensibilidad han sido reportados en distintos ensayos, como los reportados por el Lic.
José Emmanuel Peregrina (2013) en los ensayos de placa caliente cuando el canal TRPA1 es expresado en la linea
L93 utilizando el sistema UAS-GAL4, en donde las larvas realizan un comportamiento nociceptivo mas agudo al
presentar pardlisis. En ratones, el silenciamiento de la subunidad B de la bomba de Na“/K" ATPasa (Atp1b3),
genera un comportamiento nociceptivo mas pronunciado cuando son sometidos a ensayos por formalina, en el
cual suministran el agente irritante de la formalina a las patas de los ratones y éstos comienzan a lamerse (LaCroix-
Fralish, y colaboradores, 2009). En ese mismo estudio, también observaron que la sobreexpresion de Atplb3
genera un cambio en el valor del potencial de membrana de las células del ganglio de la raiz dorsal, el cual se
vuelve -4.9 mV mas negativo y ademas observan que el umbral para su activacién se incrementa. En sanguijuelas
sumergidas en agua, en donde utilizando la dihidro-ouabaina para bloquear a la bomba de Na’/K’ ATPasa,
observaron que tienen un comportamiento hipersensible al analizar sus movimientos de nado cuando son
estimuladas con un pulso eléctrico (Scuri, Lombardo, Cataldo, Ristori, y Brunelli, 2007).

Medir los niveles de expresion de nervana 3 en cada una de las lineas que se utilizaron mediante inmunotinciones
y gPCR podria corroborar que la pérdida de funcidn de nervana 3 genera larvas hipersensibles en ensayos de
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termonocicepcion. También utilizando técnicas de electrofisiologia nos permitird comprobar la actividad de la
bomba de Na*/K* ATPasa y la actividad de las neuronas md-da, en donde se esperaria que la pérdida de funcién de
nervana 3 disminuya la actividad de la bomba de Na“/K" ATPasa, aumente el potencial de membrana en reposo y
disminuya el umbral de activacidén de las neuronas md-da.

Caracterizacion de la expresion de nervana 3 y la linea L93

Los sitios de expresidon de GFP en larvas de la linea L93 reportados por la M. en C. Castellanos (2008) coinciden con
la expresion de nervana 3 en larvas y moscas adultas reportados en flybase, debido a que Castellanos reporté la
expresidon de GFP bajo el patron de expresidn de la linea L93 en los discos imagales de ojo, antenay ala, los cuales
se van a desarrollar en las estructuras de la mosca adulta. En moscas adultas, flybase reporta la expresién de
nervana 3 en: cabeza, ojos, cerebro, y ademas en el ganglio toracico abdominal y en el intestino medio, mientras
gue en larva se reporta la expresidon de nervana 3 en el sistema nervioso central utilizando microarreglos. Por lo
tanto, los datos de la expresion de GFP en la linea L93 y los ensayos de nocicepcién con cautin en las larvas con
mutantes de nervana 3 vy la linea L93, nos sugieren que el elemento P{GawB} insertado en la linea L93 es un alelo
hipomorfo de nervana 3. Hibridaciones in situ para cuantificar los niveles de expresion de nervana 3 en la linea L93
serda de utilidad para corroborarlo.

Interactoma

Es necesario conocer los elementos genéticos y vias en las cuales estan participando los genes twin, rabfilina y
nervana 3 en el proceso de nocicepcion para establecer una via de interaccién de estos genes y para ello se realizd
un andlisis del interactoma de los tres genes utilizando la base de datos DrolD, la cual tiene albergado todas las
interacciones de los genes de D. melanogaster. Se clasificaron en 6 funciones distintas los genes que aparecieron
en el interactoma para determinar su relevancia en el proceso de nocicepcion (Figura 20), de las cuales, una
funcion es que participan en el proceso de nocicepcion, para ello se buscaron los genes reportados Neely y
colaboradores (2010), en donde se realizd un tamizaje de 16,000 genes de D. melanogaster para identificar genes
que participaran en la nocicepcién, de los cuales identificaron 500 genes, 399 de los cuales poseen un ortélogo en
humanos. Como era de esperar, el analisis del interactoma mostré la presencia de 11 genes involucrados en la
nocicepcién, incluyendo a nervana 3. También se observa del interactoma que al menos un gen que participa en la
nocicepcion estd interaccionando con alguno de los genes aqui estudiados. De los 11 genes que participan en la
nocicepcidn, el gen trithorax se encuentra interaccionando con twin, rabfilia, y nervana 3. Este es un regulador de
la transcripcion que regula de manera muy global la expresién génica y participa en la determinacion de la
direccionalidad del axdn. Su expresién empieza desde etapas embrionarias muy tempranas y se mantiene hasta
adulto, lo que nos sugiere que este factor transcripcional se encuentra rio arriba regulando en todo momento las
vias nociceptivas.

Ademas de los genes que estdn involucrados en la nocicepcion, el interactoma mostré genes que participan en la
determinacién de neuronas de clase |, de clase IV y motoneuronas. Esto sugiere que el mecanismo de la
nocicepcién es muy complejo y se requiere de la integracién correcta de varias vias para la deteccion,
procesamiento y respuesta ante un estimulo nociceptivo. Sin embargo, este andlisis abre la posibilidad de
determinar la participaciéon directa o indirecta de genes involucrados en la nocicepcion desde un punto de vista
global e integral.

Se propuso una via de regulacién directa a través de la interaccion de twin con genes que tuvieran una funcién
descrita de uniéon a RNAm y una via indirecta donde twin estaria regulando a genes con “AREs” y estos a su vez
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estarian regulando la expresion de rabfilina y nervana 3, con la finalidad de sugerir una via de interaccién entre
los genes twin, rabfilina y nervana 3 (Figura 21).

Los genes que se identificaron con funcidon de unién a RNAm son: Rbp9, fne, bcd, y D, los cuales podrian estar
regulando la expresion de los RNAm al interaccionar con twin. De esta manera, los genes bcd y D que estan
interactuando con twin podrian regular de manera directa la expresion de rabfilina. El gen Dichaete (D) se sabe
que participa en el desarrollo del SNC y el gen Bicoid (Bcd) en la determinacién del polo antero-posterior, que a su
vez interacciona con el gen caudal (cad), el cual participa en la nocicepcién y participa en la proliferacién neuronal.
Por otro lado, los genes Rbp9 vy fne podrian regular de manera directa la expresion de nervana 3 a través de
interactuar con twin. La funcion descrita para fne es en el comportamiento de cortejo y en algunas neuropatias
como el Alzheimer, ademds de que participa en la nocicepcidn, y mutaciones en Rbp9 causa problemas
locomotores.

Los genes que se identificaron que poseen “AREs” son: CTCF, Cp190, hts, Dsp1 y dl. Debido a que el complejo
CCR4-NOT, regula la expresién de los genes con “AREs” (Fabian, y colaboradores, 2013), es probable que twin esté
regulando la expresidn de éstos genes, y éstos a su vez la expresion de rabfilina y nervana 3, ya que a excepcion
del gen hts, los demas genes participan en la regulacién génica.

Estas evidencias sugieren que twin podria estar regulando de manera directa e indirecta la expresion de rabfilina
y nervana 3 a través de interactuar con proteinas reguladoras de unién a RNAm o con proteinas reguladoras que
poseen “AREs”. Para corroborarlo, se esperaria una disminucidn o aumento de la expresién de rabfilina y nervana
3 en mutantes de twin, utilizando hibridaciones in situ.
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Conclusiones

El elemento P{GawB} que interrumpid al gen twin en su intron largo, produjo un alelo mutante de twin,
debido a que se genera un fenotipo de twin al presentar defectos durante la ovogénesis, en donde se

observa una pérdida de la polaridad entre las células nodriza y el ovocito.

Las larvas con distintos alelos mutantes de twin presentan penetrancia de insensibilidad variable en los
ensayos de termosensibilidad a 45°C con cautin y se observa una fuerte participacion de twin en la

termonocicepcion, probablemente manteniendo la funcionalidad de la sinapsis.

Los ensayos de termosensibilidad con cautin a 45°C sobre las larvas portadoras de distintos alelos de
rabfilina, muestran la participacion de este gen en la nocicepcion térmica posiblemente al modular la

liberacién de vesiculas neuropeptidicas.

El elemento P{Gawb} de la linea L93 se insertd en el segundo cromosoma a 10 Kb de distancia del gen
nervana 3. La linea L93 vy los distintos alelos de nervana 3 presentan hipersensibilidad en ensayos con
cautin a temperaturas no nociceptivas, lo que sugiere que la pérdida de funcidon de nervana 3 podria
resultar en la despolarizacion de los nociceptores aumentando su probabilidad de disparo, lo que podria

sugerir su participacion en la nocicepcion.

El interactoma revela la participacidon de los genes twin, rabfilina y nervana 3, en procesos nociceptivos
debido a que interaccionan con genes que participan en la nocicepcidn. Probablemente twin se encuentra
regulando la expresién de rabfilina y nervana 3 de manera directa al interactuar con proteinas
reguladoras de union a ARNm, o de manera indirecta al regular genes con “AREs”, que a su vez podrian

estar regulando a rabfilina o nervana 3.
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Perspectivas experimentales

Corroborar los niveles de expresion de los genes twin, rabfilina y nervana 3, en cada una de las lineas
utilizadas mediante PCR en tiempo real, northern blot o hibridaciones in situ.

Generar larvas hemicigdticas de cada una de las lineas para verificar si son viables y fértiles, y realizar
ensayos de termosensibilidad donde se esperaria observar un aumento en el fenotipo de insensibilidad
con respecto a la linea heterocigdtica.

Determinar si existe una interaccién genética entre la rabfilina y dos de las proteinas G pequefias
homoélogas con las cuales se ha observado que interacciona en mamiferos: Rab3 y Rab27.

Evaluar la interaccién entre la rabfilina y las vesiculas de nucleo denso mediante microscopia electrdnica.

Realizar inmunotinciones de la sinapsis neuromuscular en las demas lineas mutantes, en donde se
esperaria un cambio en el drea de la sinapsis neuromuscular debido a la homeostasis sinaptica. De igual
modo inmunoteiiir los receptores de glutamato en las sinapsis neuromusculares para verificar si hay algin
cambio en el nimero de receptores.

Nervana 3 es una de las tres subunidades P de la bomba de Na’/K" ATPasa y para corroborar su
participacién especifica en la nocicepcidn se puede utilizar el “driver” ppk1, que es especifico de neuronas
multidendriticas de clase IV, al disminuir la expresidon por separado de nervana 1, nervana 2 y nervana 3
utilizando RNAI, se esperaria observar Unicamente el fenotipo de hipersensibilidad en mutantes de
nervana 3.

Corroborar la hipersensibilidad observada en larvas con los distintos alelos de nervana 3 utilizando
técnicas de electrofisiologia, en donde se esperaria observar hiperexcitabilidad neuronal en tejidos y
drganos donde se exprese nervana 3.

Analizar la percepcién de estimulos termonocivos y no termonocivos en lineas transgénicas que
sobreexpresen a nervana 3, en donde se esperaria observar una disminucién en la percepcién de
estimulos termonocivos.

Utilizar farmacos como la ouabaina para inhibir la actividad de la bomba de Na*/K* ATPasa, en donde se
esperaria fenocopiar la hipersensibilidad observada en mutantes de nervana 3.

Caracterizar la interaccidon genética de los genes observados en el interactoma que tienen participacion
con la nocicepcion o con la determinacidn de las neuronas multidendriticas de clase IV.

Caracterizar la interaccion genética de twin con los genes que tienen funcién de unidon a RNAm y con los
genes que poseen “AREs”.

Analizar la expresiéon de rabfilina y nervana 3 en mutantes de twin, en donde se esperaria observar algin
cambio en su expresion.

56



Anexos

I. Composicion de los elemento P
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II. Sitios de insercion de los elementos P en twin.
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I11. Sitios de insercion de los elementos P en rabfilina

P{GawB}L13

+ 4 4 + + + " + " "
10642k 10643k 10644k 10645k 10646k 10647k 10648k 10649k 10650k 10653k
Gene Span
ras
——
Transcript
ras-RA %-RC
| E— I -
ras-RC Rph-RA
< = =
ras-RE Rph:
S H T - - ==
Rph-RB
Qe ==
Transgenic Insertion Site
PBac{RB}Rph[e04404] PBac{RB}Rph[£03930] P{lacl}RphlGO184b]
= — =
P{Mae-UAS .6.1136601265
P{lacli}G0242b
P{SUPor-P}KG02791
P{GawB}NP4128
P{XP}d01463
P{XP}d00723
=
P{Mae-UAS .6
P{EP}EP164
=

59



IV. Sitios de insercion de los elementos P en nervana 3
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V. Soluciones

1) Buffer de homogenizacion

0.35M Sacarosa

0.1M EDTA

0.05M Tris ph 8

0.5% Tritén X-100

1) Medio LB 1Lt

10g Triptona

5g Extracto de levadura

10g NacCl

2) Medio SOC

0.5% Extracto de levadura

2% Triptona

10 mM NaCl
2.5mM KCl

10 mM MgCl,
10 mM MgSO,
20 mM Glucosa
1) PBS 1X

137 mM NaCl

2.7 mM KCl

10 mM Na,HPO,
2mM KH,PO,

Extraccion de ADN

2) Buffer de resuspension

0.15M NaCl
0.02M Tris ph 8
0.01M EDTA

“rescate del plasmido”

3) Medio de recuperacion

980 uL medio SOC
10 pL 2M MgCl,
10 uL 2M Glucosa

4) Medio LB selectivo para ampicilina
40 pg/mL Ampicilina

Inmunotincion de sinapsis neuromuscular

2) TNT

0.1M Tris

03 M NaCl

0.5% Tritdn X-100
pH 7.4
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