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. RESUMEN

Los quimiosentidos desempefian un papel importante en la percepcién ambiental y resultan
imprescindibles en la sobrevivencia de los organismos. Por otro lado, los déficits olfativos
(anosmia e hiposmia) correlacionan con la etiologia de padecimientos neurodegenerativos como
la enfermedad de Parkinson, que es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun. Si
bien se considera que la pérdida del olfato es un sintoma temprano de esta enfermedad, no

existen estudios farmacolégicos que reviertan la hiposmia causada por ella.

En el laboratorio del Dr. Reynaud se ha medido la capacidad motriz en moscas transgénicas que
expresan proteinas asociadas a la enfermedad de Parkinson y en éste y otros laboratorios se ha
demostrado que es un buen modelo animal para estudiarla. Sin embargo, no se han hecho
andlisis olfativos en este modelo, y en general en el ambito cientifico no se tiene suficiente
informacion sobre el efecto olfativo de esta enfermedad. Por otro lado, la esperanza de vida
humana va en aumento y como consecuencia de ello la incidencia de enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson, por lo que es importante estudiar afecciones en la
actividad quimiosensorial de D. melanogaster con la etiologia parkinsoniana. Por estas razones,
en el presente estudio se establecieron pruebas etolégicas que permiten medir deficiencias
olfativas, como el Laberinto en Y y el Laberinto en T, optimizandolos a través de prueba y error,
y evaluacion cuidadosa de resultados en distintas condiciones. En este trabajo se evalud el indice
de atraccion de moscas de 1-5, 10-15 y 40-45 dias de edad post-emergencia pupal, expuestas a
acido lactico al 2% y 4-metilciclohexanol (sustancias atrayente y repelente, respectivamente) a
través de lo cual, se logré concluir que la linea transgénica de D. melanogaster que expresa la
proteina a-sinucleina, presenta hiposmia desde etapas muy tempranas y juveniles, hasta etapas
de envejecimiento tardio, lo que concuerda con lo observado en pacientes con enfermedad de
Parkinson; ademas, las moscas control sufren un decaimiento natural de la respuesta olfativa,
que es directamente proporcional al tiempo de vida. Por otro lado, se determind que el laberinto
en Y no es la prueba etolégica mas eficiente para medir la percepcion olfativa en este modelo, al

menos con los atrayentes y las condiciones probadas en este estudio.




II. INTRODUCCION

2.1 Percepcion sensorial

El reconocimiento del entorno esta determinado de forma directa por los 6rganos
sensoriales, ya que a través de ellos se reciben sefiales e informacion del medio que
promueven reacciones apropiadas a los estimulos ambientales. Como es bien sabido,
cinco son los sentidos candnicos encargados de esta percepcidon sensorial; el tacto, la
vista, la audicion, el gusto y el olfato; cada uno de ellos y en conjunto, son de gran

Importancia para la sobrevivencia de los organismos.

El tacto juega un papel interesante en la interaccion con el entorno, pues forma parte de
la cognicioén social (Ebisch et al., 2008), ademas la percepcidn haptica, es decir, cuando
el componente tactil y el kinestésico se combinan, es capaz de suministrar informacion
sobre ciertas dimensiones de las cosas, como su temperatura, peso, textura, etc., que no

pueden percibirse a través de otras modalidades sensoriales (Ballesteros, 1993).

Por otro lado, la vista es un sentido complejo que brinda a los organismos la capacidad
fotorreceptiva para captar e interpretar imagenes de los objetos que los rodean. Los 0jos
(vertebrados e invertebrados) y estructuras menos especializadas, como los ocelos
(algunos invertebrados), son los 6rganos en los que recae de manera directa este sentido,
pues la visidbn ocurre debido a la interaccién de la luz con receptores sensoriales

localizados en dichos érganos (Rizzo, 2016; Gonzalez-Martin-Moro et al., 2017).

Por otra parte, la audicion es el sentido que brinda informacion a través de fluctuaciones
de la presion estatica del medio, las cuales son producidas por la vibracion de los objetos
(Plack, 2014). En algunos organismos, las estructuras auditivas también estan
relacionadas con el equilibrio o balance, y es parte de las funciones que desempefa este
sentido, entre algunas otras, tales como la deteccion de peligro, orientacion espacial,
deteccién de presas, parte crucial en la comunicacién animal, como el reconocimiento a
distancia entre hembra y macho, entre otras (Fay y Popper, 2000; Smith et al., 2004;
Kuntzman y Hall, 2014).

Cabe destacar la funcionalidad de los llamados quimiosentidos, es decir, aquellos que

son estimulados a través de sefales quimicas, como es el caso del gusto y el olfato,
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ambos indispensables para la sobrevivencia y adaptacibn de muchas especies,
incluyendo al ser humano. El sentido del gusto confiere la capacidad de percepcion
guimica que permite percibir el potencial nutricional de los alimentos y previene la ingesta
de sustancias téxicas (French et al., 2015; Peng et al., 2015), mientras que el olfato es
importante para la orientacion espacial, busqueda del alimento, el cortejo y/o la atraccion
sexual, la deteccion de ciertas toxinas, e incluso influye en algunos aspectos del estatus
endocrino de los organismos (Bellmann et al., 2010; Grosjean et al., 2011; Pause, 2012).
La integracion de ambos sentidos, sumado a algunos estimulos somato-sensoriales,
tiene como resultado la percepcion de lo que se conoce como sabor, esta percepcion
influye incluso en distintos aspectos del comportamiento social de algunas especies
(Small y Prescott, 2005; Labbe et al., 2008).

2.2 Transduccion olfativa

2.2.1. Mecanismos en Homo sapiens

La mucosa olfativa humana, es un epitelio columnar pseudoestratificado localizado
sobre una lamina propia, que se distribuye en el tabique nasal, cornetes y en la region
superior de la cavidad nasal, justo debajo de la placa cribiforme (Figura 1A), constituye
el 1.25 % de la mucosa nasal y abarca un area de ~2 cm?. Esta conformada por cuatro
tipos de células: las neuronas receptoras olfativas (ORNS), las células sustentaculares o
de soporte, las células microvillares y las células basales, ademas de las pequefas
glandulas de Bowman, encargadas de la secrecién de moco (Figura 1B), que es esencial
para la transduccion olfativa (Leopold et al., 2000; Godoy et al., 2015; Zapiec et al., 2017).

Las ORNs son neuronas bipolares cuya funcién es transducir odorantes para la
despolarizacibn membranal, y constituyen del 75-80% de las células del epitelio olfativo.
Cuentan con una uUnica dendrita, la cual se extiende a la superficie apical del
neuroepitelio, y un axén desmielinizado que se proyecta, a través de la lamina basal y la
placa cribiforme, hacia los glomérulos (conglomerados de neuropilos axdnicos) que se
conectan directamente con las células mitrales del bulbo olfatorio. De los botones
dendriticos apicales de estas células, surgen cilios inméviles y especializados, con

receptores de membrana a los cuales se unen las moléculas odorantes. Estos cilios se




extienden, a lo largo de aproximadamente 25 mm, por la delgada capa de moco que
cubre el epitelio y es ahi donde inician los eventos de transduccion olfativa (Gold, 1999;
Ronnet y Moon, 2002; Godoy et al., 2015).

Estas neuronas se encuentran rodeadas por las células sustentaculares, que en general
se consideran de soporte. Sin embargo, también se presume que contribuyen en la
regulacion y conservacion del ambiente idnico para una adecuada transduccion, y
producen factores de crecimiento importantes para el desarrollo de las ORNSs. Las células
sustentaculares se extienden desde la superficie epitelial hasta la lamina basal, y
secretan componentes que contienen altas concentraciones de enzimas desintoxicantes,
incluyendo al citocromo P450 y algunas enzimas parecidas a ellas como la UDP
glucuronil transferasa (Lazard et al., 1991), las cuales se piensa oxidan a los odorantes,
y ya que éstos deben ser hidrofébicos para ser voléatiles y difundirse rapidamente a través
de las membranas celulares; la oxidacion en las células de soporte reduce su difusién

membranal o los inactiva, evitando que lleguen directamente al cerebro. 'Pidem

Por otro lado, las células microvillares se distribuyen de manera uniforme por todo el
epitelio sensorial y su densidad es aproximadamente de una célula por cada 20 ORNSs,
su funcion no es del todo conocida; se especulaba que podrian ser quimiorreceptores
secundarios, pero al ser la Unica fuente de neuropéptido Y en el epitelio olfatorio adulto,
se ha dicho que estan involucradas en el control de la regeneracién de las neuronas
olfativas (Montani et al., 2006).También se ha pensado que podrian tener relacién con el
organo de Johnson o vomeronasal, ya que los receptores de éste, también son parecidas
a estas células, y es una estructura que juega un papel importante en la deteccion de
olores y captacion de feromonas en muchos organismos (Morrison y Constanzo, 1990),
sin embargo, en humanos se ha considerado como un 6rgano vestigial, aunque aun

existe cierto debate sobre el tema (Vasuki et al., 2016; D’Aniello et al., 2017).

El dltimo tipo de células presentes en el epitelio olfatorio son las células basales, que
funcionan como precursoras para la generacion de ORNs durante la edad adulta. Son las
células progenitoras de este epitelio, por lo que tienen la capacidad de regenerarlo
continuamente. Se dividen en dos grupos, las células basales horizontales (HBCs) que

expresan citoqueratina y que se mantienen mitéticamente quiescentes cuando el epitelio




olfatorio esta ileso, y la globosas (GBCs) que dan origen a las ORNs. Se considera a las
HBCs como células troncales de reserva ya que no estan intrinsecamente
comprometidas para generar neuronas, mientras que las GBCs son una poblacion
progenitora mas activa, y son las responsables del reemplazamiento neuronal dia con
dia, asi como de la reconstitucion de las poblaciones neuronales y no neuronales del
epitelio después de una lesion (Gold, 1999; Ronnet y Moon, 2002; Godoy et al., 2015;
Schwob et al., 2017).

Propiamente, la transduccion olfativa inicia cuando los odorantes interaccionan con
receptores especificos (GPCRSs) en los cilios de las ORNSs, los cuales estan acoplados a
proteinas G (Gor) de membrana. La activacion de la mayoria de los ORNSs, involucra la
via candnica de AMPc (Figura 2A), por lo tanto, la transduccion incluye normalmente a la
enzima adenilato ciclasa Il (ACIII), que cuando es activada por la proteina G produce un
aumento en la concentracion intracelular de AMPc. Dicho incremento abre canales
i6nicos regulados por nucleétidos ciclicos (CNGC) que permiten el incremento de la
concentracion intracelular de Ca?*, provocando la apertura de canales CI- calcio-
dependientes (CaCCs). Esta apertura desencadena el eflujo de iones CI, despolarizando
la célula receptora y generando un potencial de accién (Ronnett y Moon, 2002; Kaupp,
2010).
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Figura 1.- Distribucién y organizacion del epitelio olfativo humano. A) Vista lateral de cabeza humana. Las
dendritas y los somas de las ORNs se localizan en la mucosa olfativa, dentro de la cavidad nasal, mientras que los
axones proyectan a través de la placa cribiforme hacia el bulbo olfatorio en la cavidad craneal. B) Esquema de la
organizacién microscépica del epitelio olfatorio. ORN: neurona receptora olfativa. GBC: Célula basal globosa. HBC:
Célula basal horizontal. OEC: Célula olfativa envainada en fasciculos. (Modificado de: Schwob et al., 2017; Zapiec et
al., 2017).




Existen mecanismos adicionales de transduccion olfativa (Figura 2B), pues se piensa que
la via de AMPc es la principal pero se activa en respuesta a cierto tipo de odorantes, sin
embargo, otra clase de odorantes, interaccionan con diferentes GPCRs involucrados en
la activacion de isoformas tipo 3 de la enzima fosfolipasa C (PLC). Esta enzima hidroliza
al lipido fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) en la membrana plasmatica, produciendo
inositol-1, 4, 5 -trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), por lo que existen vias alternativas
que utilizan IP3 y/o DAG como segundos mensajeros y moduladores, con la consiguiente

entrada de iones Ca*? en las neuronas olfatorias (Ronnett y Moon, 2002; Gold, 1999).

Existen estudios que proponen que todos los odorantes estimulan ambas vias, pero en
diferente medida y que incluso esto podria ser un factor determinante para la
discriminacion de olores (Ronnett et al., 1993).
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Figura 2.- Transduccidn olfativa humana. A) Via canénica de AMP ciclico (AMPc). B) Via del Inositol-1, 4, 5 -
trifosfato (IP3). MP: Membrana plasmatica., OR: Receptor olfativo., ACCIIl: adenilato ciclasa lll., CNGC: canales
idnicos regulados por nucledtidos ciclicos., CaCC: canales Cl- calcio-dependientes., PLCB2: Fosfolipasa C tipo
B., PIP2: fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato., DAG: Diacilglicerol., TRPC2: canal catidnico potencial C2 de receptor
transitorio (transient receptor potential cation channel C2) (Modificado de: Kaupp, 2010).
Los potenciales de accion generados por dichas estimulaciones, son transportados a lo
largo de los axones hasta el bulbo olfatorio, donde conectan con las neuronas mitrales y
de penacho, para continuar hasta el tracto olfativo y llevar la sefial eléctrica a las areas

primarias de la corteza olfativa, como el ndcleo olfatorio anterior y la corteza entorrinal, y




la amigdala; finalmente las sefiales seran procesadas principalmente en la corteza
orbitofrontal (Mahmut y Stevenson, 2012; Godoy et al., 2015).

2.2.2. Mecanismos en Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster, conocida coloquialmente como la mosca de la fruta, es
un artrépodo perteneciente a la clase de los insectos, particularmente al orden diptera.
Es un organismo que ha sido ampliamente estudiado, pues sus similitudes moleculares,
celulares y del desarrollo, respecto a eucariontes superiores, han permitido grandes

avances en diversas areas del conocimiento (Martin et al., 2013; Wilson, 2013).

En este sentido, su sistema olfatorio también ha despertado cierto interés, pues los
procesos que en él ocurren son extrapolables al ser humano. Cuenta con un sistema
olfativo de alta sensibilidad que, de manera externa, esta compuesto por dos apéndices
pareados: el tercer segmento de las antenas y los palpos maxilares (Figura 3A). Estos se
encuentran recubiertos por numerosas microvellosidades sensoriales que se denominan
sensilias, en cuyo interior se encuentran las dendritas de hasta cuatro ORNSs, y en la parte

basal, los somas y células auxiliares o accesorias (Ebbs y Amrein, 2007; Kaupp, 2010).
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Figura 3.- Sistema olfatorio de Drosophila melanogaster. A) Organizacion macroscépica, en donde se
resaltan los apéndices olfativos (antenas y palpos maxilares), recubiertas con sus respectivas sensilias
sensoriales. B) Estructura y organizacion de los distintos tipos de sensilias olfativas. (Modificado de:
Vosshall, 2000; Kaupp, 2010).




Las paredes de todas las sensilias olfativas presentan multiples poros que permiten el
paso de los odorantes, sin embargo, existen diferentes tipos morfolégicos que pueden
clasificarse en tres grupos: las basiconicas, las tricoideas y las coelocénicas (Figura 3B).
Las primeras se localizan tanto en antenas como en palpos maxilares, y se ha visto que
son responsables de la deteccion de multiples olores relacionados con la alimentacion,
incluyendo ésteres, alcoholes y aldehidos; mientras que los otros dos tipos, Unicamente
se localizan en las antenas, y detectan olores relacionados con su propio organismo o el
de sus semejantes (v.g., feromonas); y distintos acidos y aminas, respectivamente
(Joseph y Carlson, 2015).

Por otro lado, se reconocen tres tipos de células auxiliares, éstas son las células
tecogenas, tricogenas y tormogenas, que mediante ciertas secreciones cuticulares
durante el desarrollo, dan origen a las respectivas sensilias. Una vez desarrolladas dichas
estructuras, la célula tecogena rodea las ORNs, mientras que la tricégena y la tormégena

contribuyen a la organizacién del espacio linfatico que rodea a las dendritas (Figura 4).

Ademas, las células tormdgenas, contribuyen a mantener la composicién quimica de la
linfa de las sensilias para el correcto funcionamiento de las neuronas (Guidobaldi y
Guerenstein, 2012).
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Figura 4.- Esquema de sensilia olfatoria. A) Componentes celulares de una sensilia olfatoria. B)
Acercamiento hacia una sensilia olfatoria, haciendo énfasis en las células auxiliares y sus distintos tipos.
Cu: Cuticula., A: Axones., Lb: Lamina basal., H: Hemolinfa., D: Dendritas., Te: Célula tecégena., Tr: Célula
tricogena., To: Célula tormdgena., L: Linfa., P: Poros. (Modificado de: Guidobaldi y Guerenstein, 2012;
Joseph y Carlson, 2015).




Las células accesorias también secretan, hacia la linfa que rodea las dendritas de las
ORNSs, proteinas de union a odorantes (OBPs), las cuales han sido propuestas como
acarreadoras de odorantes hacia los receptores olfatorios (ORs) de las membranas
dendriticas. También tienen la capacidad de solubilizar odorantes hidrofébicos (Vosshall,
2000; Joseph y Carlson, 2015).

En cuanto a las ORNSs se refiere, a diferencia de los vertebrados, pueden presentar de
una a cuatro dendritas, aunque lo usual en este organismo es que sean dos (Wilson,
2013), y es en éstas donde se localizan los ORs. La gran mayoria expresa dos tipos de
receptores de manera conjunta: el correceptor Or83b (Orco) que se considera “universal”,
ya que se encuentra altamente conservado entre los insectos y las ORNs, y un OR

variable, formando asi, una unidad funcional (Kain et al., 2008; Kaupp, 2010).

La presencia de esta unidad funcional, ha dado pie a la busqueda de posibles vias de
sefalizacion y la naturaleza de los receptores involucrados (Figura 5), tema que
actualmente sigue siendo controvertido, pues hay quienes afirman que los ORs de
insectos son receptores ionotropicos heteroméricos (Sato et al., 2008) y quienes afirman
que son tanto ionotropicos, como metabotropicos (CNGCs y dependientes de proteinas
G); es decir, que altas concentraciones de odorante activan la via ionotrépica directa,
considerada de corta duracion, mientras que bajas concentraciones, activan la sintesis
de AMPc a través de una proteina G, lo que a su vez activa a Or83b, quien toma el papel
de un canal i6nico regulado por AMPc, este mecanismo es de duracion prolongada
(Wicher et al., 2008). Por otro lado, también se ha reportado que la actividad de Or83b
es regulada mediante fosforilacion, a través de la proteina cinasa C (PKC), que es

activada por la cascada de transduccién de IP3/DAG (Sargsyan et al., 2011).

Una vez despolarizada la membrana de la neurona y generado el potencial de accion,
esta sefial eléctrica es transportada a través del axdén. Muchos olores activan
combinaciones especificas de ORs que tienen propiedades dinamicas y sensitivas
distintivas, por lo que los circuitos periféricos transforman la identidad e intensidad del
olor en lo que se puede llamar un “codigo glomerular” unico, o también conocido como

“‘mapa de olor” (Kaupp, 2010; Ramdya y Benton, 2010).
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Figura 5.- Modelos de vias de seiializacion para la
transducciéon olfativa en insectos. A) Modelo
ionotrépico, en el que el canal idnico se abre
directamente en respuesta a la unién del odorante.
B) Modelo metabotrdpico, en el que existen dos
posibles mecanismos: la via rdpida y corta, donde
Or83b es activado de manera directa abriendo el
canal idnico; y la via lenta y prolongada, donde
Or83b es activado de manera indirecta mediante
una proteina G, que promueve la sintesis de AMPc,
el cual se une a Or83b, abriendo el canal y
generando corrientes de despolarizacién lentas y
prolongadas. MP: membrana plasmatica., G.:
Proteina G estimuladora., AC: Adenil ciclasa., cCAMP:
AMP ciclico, * indica la forma activa de la molécula.
(Modificado de: Kaupp, 2010.)

Los axones de las ORNs que expresan los mismos receptores, convergen en uno o varios
glomérulos olfativos de lo que en conjunto se conoce como lobulo antenal (AL), que es
considerado la primera unidad de procesamiento olfativo del sistema nervioso central,
homologo al bulbo olfatorio en vertebrados. En el AL, las ORNs hacen sinapsis con
neuronas de segundo orden, es decir neuronas de proyecciéon (PN), o lo que serian las
células mitrales y de penacho en vertebrados, quienes transmiten la informacion a
centros cerebrales superiores (Ramdya y Benton, 2010; Martin et al., 2013; Wicher,

2015).

En D. melanogaster, estos centros son los cuerpos fungiformes (MB) y las astas laterales
(LH) (Figura 6), los cuales se pensaba estaban involucrados en las respuestas olfativas
aprendidas e innatas, respectivamente (Li y Liberles, 2015). Sin embargo, se ha visto que

las LH participan en ambos tipos de respuestas (Schultzhaus et al., 2017).
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Figura 6.- Estructuras y centros olfatorios de Drosophila melanogaster. A) Via olfatoria. Los palpos
maxilares y el tercer segmento de las antenas proyectan las dendritas de sus ORNs hacia los
glomérulos (G) del Iébulo antenal (AL), en donde las sefiales eléctricas son integradas por
interneuronas locales (LNs). La informacién una vez procesada es transmitida hacia el caliz (CA) de
los cuerpos fungiformes (MB) y las astas laterales (LH) gracias a las neuronas de proyeccion (PNs).
(Modificado de: Perisse et al., 2013). B) Acercamiento de centros cerebrales. Inmunotincion contra
neuropilos de lébulos antenales y cuerpos fungiformes. (Fotografia: Estefania De Allende-Becerra).

2.2.3. Homologia y diferencia de procesos entre ambas especies

Como se puede observar, y segun se ha reportado, los mecanismos en la cascada de
transduccion y procesamiento olfativo en humano y en mosca, son muy semejantes y se
consideran de alta homologia. La intencién de esta seccion es Unicamente recapitular
estas semejanzas y sefialar las diferencias existentes en este ambito entre ambas

especies.

A nivel global, la organizacion de ambos sistemas olfativos coincide entre si, ya que
ambos se distribuyen en un eje dorso-ventral a través de la cabeza y, aunque las
estructuras anatomicas (nariz/palpos maxilares y antenas) encargadas de la captacion
primaria de odorantes son bastante disimiles, la organizacion celular del epitelio olfatorio
humano, es semejante a la organizacion interna de las sensilias olfativas, teniendo tipos

celulares homoélogos y soluciones que cumplen funciones similares, como el moco y la
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linfa. Sin embargo, considerando las ORNSs bipolares de ambos organismos, existe
variacion por ejemplo, en el nimero de dendritas con las que éstas cuentan, pues,
mientras las ORNs humanas cuentan una dendrita, las ORNs de mosca presentan de
una a cuatro; aungue si se considera que las dendritas humanas exhiben multiples cilios,
la extension abarcada y la eficacia de las dendritas de ambos organismos, podria ser

equivalente.

Por otro lado, los receptores olfativos presentes en ambos organismos, se distribuyen de
manera aleatoria. En humanos, son dependientes de proteinas G, es decir, GPCRs,
mientras que los receptores de mosca no necesariamente, pues se piensa que
dependiendo de la concentracion de odorante, sus receptores pueden ser mediados por
estas proteinas (metabotropicos) o activarse de manera directa como un receptor

ionotropico.

Ademas, se sabe que en humano se expresa un receptor por cada neurona, mientras
gue en mosca generalmente son dos OR por cada ORN, sin embargo considerando que
muchas veces los ORs de mosca se ensamblan en complejo para formar una unidad
funcional, la regla OR-ORN 1:1 es vélida en sentido funcional (Kaupp, 2010). Sin
embargo, la secuencia y topologia membranal de los ORs humanos y los ORs de mosca,

difieren entre si.

Entrando en el ambito de los receptores olfativos, otro punto que se puede contrastar, es
la direccion de la sefial que se desencadena. En ambas especies, las ORNs que
expresan el mismo OR, envian sus axones hacia algunos glomérulos del bulbo olfatorio
o el I6bulo antenal, generando patrones de actividad glomerular Unicos para cada olor.
Estos centros primarios de procesamiento olfativo tienen una organizacién muy parecida
entre si, y en ellos los axones de las ORNs convergen con dendritas de, ya sea células
mitrales y de penacho en humano, o interneuronas locales y neuronas de proyecciéon en

mosca.

En ambas especies, las sefiales en el sistema olfativo en general, son transportadas y
mediadas de la misma manera, siguiendo etapas semejantes y en centros de

procesamiento similares.




2.3 Anosmia, hiposmiay su relacion con enfermedades
neurodegenerativas

El olfato ha sido llamado “el sentido olvidado”, pues se le ha dado mayor importancia
a la vista, el gusto, el tacto, e incluso el oido; y frecuentemente no es tomado en cuenta
por la medicina en general, ni por la investigacion biomédica. También es raro que el
paciente se queje de trastornos olfativos y acuda a consulta (Montes de Oca y Montes de
Oca, 2005). Sin embargo, los desordenes olfativos representan problemas en diversas
areas de la vida cotidiana, como es la higiene personal, la seguridad, la salud emocional,
la ingesta alimenticia, el comportamiento y desempefio sexual, entre muchas otras cosas
(Masala et al., 2017).

Los trastornos olfativos pueden ser agrupados en cuantitativos (anosmias, hiposmias e
hiperosmias), dependiendo del nivel olfatorio que se presente; y cualitativos, cuando no
se ha alterado la capacidad olfativa, sino que la habilidad para detectar y discriminar

olores se encuentra distorsionada (Chacon et al., 2008).

Hasta cierto punto, estos desordenes llegan a ser una cuestidon que se presenta con
frecuencia y por diversas razones, ya sean de manera temporal o definitiva. Por ejemplo,
simplemente la funcién olfativa mengua conforme la persona envejece (presbiosmia) y
se ha reportado que es mas severo en hombres que en mujeres, de hecho, ésta es la
causa mas frecuente del decline olfativo en adultos sanos (Godoy et al., 2015). Este
cambio es tan notable que, se ha reportado que un 2% de los estadounidenses menores
de 65 afos, y en contraste, un 75% mayores de 80 afos, presentan anosmia (Nordin et
al., 2012). De igual manera en México la situacion no es muy diferente, pues, aunque
debido a la falta de investigaciones no se tienen datos exactos, también se registra un
alto porcentaje de personas andésmicas o con problemas olfativos, especialmente a partir

de los 50 afios de edad (Guarneros et al., 2015).

Aungue existen casos de anosmia congénita, la mayoria de los trastornos olfativos son
adquiridos; el epitelio olfatorio s6lo esta separado del exterior por una delgada capa de
moco, lo cual lo hace vulnerable a las agresiones ambientales, agentes infecciosos,
traumas y toxicos, incluso estd comprobado que el resfriado comun puede ser causa de

anosmia permanente, sobre todo en aquellos casos en donde el epitelio olfatorio ya ha
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acumulado dafios (Montes de Oca y Montes de Oca, 2005; Doty y Mishra, 2001). Por otro
lado, diversas patologias como los pélipos nasales, la rinitis, sinusitis, algunas alergias,
epilepsia, la presencia de tumores y ciertas enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas,
también son factores que provocan trastornos olfativos (Chacén et al., 2008; Nazar y
Pardo, 2011; Masala et al., 2017).

Recientemente, se han registrado una amplia gama de enfermedades neuroldgicas
como, el Alzheimer (AD), la enfermedad de Huntington (HD), enfermedad de Parkinson
(PD), entre otras; que entre sus sintomas iniciales se encuentran los desdrdenes olfativos
(Passali et al., 2015). La hiposmia y la anosmia, correlacionan con la etiologia de algunas
de estas enfermedades neurodegenerativas, como es el caso del Parkinson y Alzheimer,
y se han propuesto como sintomas diagndsticos de la mismas, ya que suelen presentarse
incluso décadas antes de desarrollar sintomas motores o conductuales. En paralelo, se
asocia con la aparicion de biomarcadores de dichas enfermedades, por ejemplo:
elevados niveles de placas amiloides en el cerebro o la formacion de cuerpos de Lewy.
Se ha observado que en algunos casos, la anosmia se debe principalmente a una
reduccion del hipocampo y adelgazamiento de la corteza entorrinal (Miranda et al., 2006;
Growdon et al., 2015).

De hecho, aunque recientemente se ha dejado de lado o pareciera que ha sido un poco
olvidada, hace algun tiempo se propuso lo que se conoce como la “hipétesis del vector
olfativo” (Roberts, 1986), idea que sugiere que el origen de ciertas enfermedades
neurodegenerativas se encuentra vinculado con las vias olfativas, es decir, que el sistema
olfativo brinda a los xenobidticos una ruta directa al cerebro para desencadenar esta
enfermedad. No obstante, la informacién en este ambito sigue siendo escasa, por lo que
resultan indispensables investigaciones en las cuales se indague en la relacién de este

guimiosentido con las enfermedades de este tipo.




2.4 Enfermedad de Parkinson

2.4.1. Epidemiologiay generalidades

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas
comun después de la enfermedad de Alzheimer, afectando entre el 1-2% de la poblacion
mundial (Pickrell y Youle, 2015). Se caracteriza por la presencia de agregados proteicos
conocidos como cuerpos de Lewy (LB), y la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la
sustancia nigra pars compacta (SNpc) (elemento importante del sistema de ganglios
basales), que lleva a la disminucibn de dopamina en el estriado, generando

principalmente alteraciones motoras con
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Fernandez et al.,, 2016; Chang etal.,

Se ha observado que existe una relacién directamente proporcional entre la edad y la
incidencia demografica de esta enfermedad (Tabla 1), estimandose, en la poblacién de
60-69 afios de edad en Norte América, una incidencia de 540 personas afectadas por
cada 100 000 habitantes, mientras que en la poblacién de mayores de 80 afios, la
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incidencia es de 2 953 personas por cada 100 000 (Pringsheim et al., 2014), no existiendo
actualmente ningun dato concreto sobre incidencia o prevalencia nacional en México. Sin
embargo, se ha dicho que los datos recaudados en ciertas areas del pais, son

comparables a otros registros internacionales (Cervantes-Arriaga et al., 2013).

En algunas ocasiones, esta enfermedad se presenta antes de los 40 afios, en cuyo caso,
es conocido como Parkinson juvenil. Su incidencia es muy baja, representando el 5% de
los pacientes con PD. Esta es una enfermedad que afecta en mayor medida a hombres
que a mujeres, en una relacion 3:1 y la mayoria de los estudios reportan que la
prevalencia es de 1.5 a 2 veces mayor en hombres que en mujeres (Schrag et al., 2000;

Martinez-Fernandez et al., 2016).

Tabla 1. Incidencia de la enfermedad de Parkinson a nivel mundial. (Datos obtenidos de: Pringsheim et al., 2014).

Tabla 1. Incidencia de la enfermedad de Parkinson
(Afectados por cada 100 000 hab.)

. Edad

Localizacion

Geografica . . . .

50-59 anos 60-69 anos 70-79 anos + 80 anos
Asia 88 376 646 1418
ERibE oy s e/ 113 540 1602 2953
Australia
Sudamérica 228 637 2180 6095

Se sabe que existen diversos factores de riesgo como la exposicion a toxicos y metales
pesados, sin embargo, hasta la fecha, no se ha determinado una causa concreta para
esta enfermedad. No obstante, en términos muy generales, se piensa que se debe a
factores ambientales y genéticos, por lo que ha sido categorizada en dos grandes grupos:
PD adquirido (o esporadico) (90%) y PD familiar (10%), respectivamente (Ascherio y
Schwarzschild, 2016).




De manera mas concreta, se han propuesto diversas causas subyacentes, pues se
piensa es una enfermedad multifactorial, dentro de ellas esta la disfuncion mitocondrial,
lisosomal, el estrés oxidativo, dado que las neuronas dopaminérgicas de la SNpc estan
particularmente expuestas a este estrés, debido a que el metabolismo de la dopamina
origina diversas moléculas que, si el sistema no se encuentra bajo un control adecuado
de los procesos metabdlicos, pueden actuar como toxinas enddgenas (Lotharius y
Brundin, 2002). Otras posibles causas son, un mal funcionamiento del sistema de
ubiquitinacién del proteosoma, y la acumulacion de proteinas, como a-sinucleina (SNCA)
y sinfilina (Sinf), que en distintos mamiferos incluyendo al ser humano, al estar mutadas
y/o sobre expresadas, son altamente neurotdxicas, afectando especialmente a las
neuronas dopaminérgicas, razén por la cual se le ha dado peso a este factor como

probable causa intrinseca (Singleton et al., 2003; Corti et al., 2011).

- Los indicadores cardinales de esta

. 7 . enfermedad son los cuerpos de Lewy
(Figura 8), que son agregados proteicos
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Sinf, los cuales en esta enfermedad se
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Figura 8.- Cuerpo de Lewy dentro de neurona. LB:

observado que la distribucion de estos
Cuerpo de Lewy (Modificada de: McCaan et al., 2016).

cuerpos a lo largo del sistema nervioso,
correlaciona con la progresion de la
enfermedad, comenzando en regiones como el bulbo olfatorio y avanzando en etapas
cronicas al mesencéfalo, idea a la cual se le conoce como “Estadios de Braak y Braak”
(Braak et al., 2003; McCann et al., 2016).




Actualmente no existe una cura para esta enfermedad, ni nada que detenga la progresién
de esta neurodegeneracion, aunque existen tratamientos quirargicos y farmacoldgicos
que contrarrestan algunos de sus sintomas. El medicamento mas antiguo y el mas
utilizado para el tratamiento del PD es la levodopa, que es precursor de la dopamina, y
ha resultado eficaz contrarrestando las manifestaciones motoras de la enfermedad, por
otro lado, también se utilizan medicamentos como la rasagilina y agonistas
dopaminérgicos no ergoéticos como la rotigotina, pramipexol o ropiniro. Los agonistas
dopaminérgicos ergoéticos como la cabergolina, pergolida y la lisurida, han dejado de
utilizarse pues se reporta un aumento de riesgo de fibrosis valvular cardiaca, por lo que
su administracion requiere controles ecograficos constantes. En México, el 76.8% de los
pacientes reciben alguna formulacion con levodopa, el 54.4% son tratados con agonistas
dopaminérgicos (pramipexol o rotigotina), y el 18.1% reciben algun inhibidor de la
monoaminoxidasa (selegilina o rasagilina) (Cervantes-Arriaga et al., 2013; Martinez-
Fernandez et al., 2016).

Claro esta, que el tratamiento puede y debe ir cambiando conforme la enfermedad
progresa, pues éste tiene que ser acorde al tiempo de evolucion, fase de la enfermedad,
tipo de sintomatologia presente y las discapacidades que conlleve (motora y no motora).
Ademas de los tratamientos farmacoldgicos, existen otras alternativas, como es la
estimulacién cerebral profunda, las bombas de perfusion de apomorfina, de
levodopa/carbidopa enteral, y algunos otros que aun estan en fase de estudio clinico,
como la subtalamotomia y la talamotomia, pero generalmente todas estas técnicas son
utilizadas en etapas mas avanzadas de la enfermedad o en pacientes que no responden

a los tratamientos farmacol6gicos (Martinez-Fernandez et al., 2016).

2.4.2. Dopamina

La dopamina es un neurotransmisor que, junto con la epinefrina (adrenalina) y la
norepinefrina (noradrenalina), pertenece al grupo de las catecolaminas. Las funciones
gue este neurotransmisor desempenia, son variadas, por un lado se ha observado que su
déficit cerebral trae consecuencias en la planeacion y control de los movimientos, en
cuestiones cognitivas y de memoria, e incluso en cuestiones emocionales; por otro lado,

también se sabe que se ve involucrado en comportamientos de condicionamiento a base
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de recompensa y en mecanismos de adiccion. En el sistema nervioso periférico, la
dopamina es un modulador de la funcion cardiaca y renal, del tono vascular y de la
motilidad gastrointestinal (Schultz, 2002; Daubner et al., 2011).

La neuronas dopaminérgicas se distribuyen en diferentes partes del sistema nervioso,
como el bulbo olfatorio, el hipotalamo, la hipofisis, el nervio vago; pero principalmente, la
mayoria de sus somas se localizan en la region ventroanterior del cerebro medio
(sustancia nigra y area tegmental ventral), desde el 4rea caudo-lateral hasta la rostro-
medial. A partir de estas regiones se establecen distintas vias de proyeccion axonal.
Aquellas que proyectan del area tegmental ventral hacia la amigdala, el sistema limbico
o la corteza frontal, se denominan via tuberoinfundibular, via mesolimbica y via
mesocortical, respectivamente. Por otro lado, en la via nigro-estriatal, los axones de las
neuronas dopaminérgicas se proyectan de manera diferencial desde la SNpc hacia el
ndcleo caudado y el putamen (Figura 9) (Schultz, 2002).
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Figura 9.- Vias dopaminérgicas en cerebro humano. A) Esquematizacién de las vias
tuberoinfundibular (1), mesolimbica (2) y mesocortical (3) (Verde) y de la via nigro-estriatal (Rojo).
B) Via nigro-estriatal. I. Funcionamiento de la via en una persona sana. Il. Funcionamiento en
paciente con PD. El grosor de las lineas rojas denota la pérdida de proyecciones hacia los nucleos,
observandose que hay una pérdida muy marcada de neuronas dopaminérgicas que proyectan hacia
el putamen (linea punteada) y una disminucion menos abrupta de las que proyectan hacia el nicleo
caudado (linea continua delgada). Flechas: somas de neuronas dopaminérgicas. SNpc: sustancia nigra
pars compacta. (Modificada de: Goedert, 2001; Dauer y Przedborski, 2003).




La dopamina es una de las moléculas mas importantes en la PD, pues, aungue en etapas

tempranas no todos los nucleos dopaminérgicos se encuentran afectados, en ultima

instancia la disminucion del nivel de dopamina en el sistema nervioso, principalmente en

la SNpc, lleva a la aparicion de los sintomas mas caracteristicos de esta enfermedad.

La sintesis de este neurotransmisor (Figura 10)
se lleva a cabo en las terminales nerviosas
dopaminérgicas, donde se encuentra una alta
concentracion de las enzimas necesarias para
las reacciones involucradas en este proceso.
Esta biosintesis inicia a partir de la L-tirosina,
gue es el sustrato de la tirosina hidroxilasa (TH),
enzima encargada de catalizar la primera
reaccion, la cual consiste en la adiciébn de un
grupo hidroxilo para transformar el sustrato en L-
(L-DOPA).

Posteriormente, gracias a la enzima dopamina

3,4-dihidroxifenilalanina

descarboxilasa, un grupo carboxilo es eliminado
de este producto, en forma de CO2, dando como
resultado a la dopamina (Bahena-Truijillo et al.,
2000; Schwaerzel et al., 2003).

Para su liberacion, la dopamina es cargada en
vesiculas sinapticas mediante la accion de un
monoaminas
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Figura 10.- Biosintesis de dopamina. (Tomado
de: Bahena-Trujillo et al., 2000)

(VMAT), y una vez en el espacio intersingptico es reconocida de manera especifica, en

las terminales nerviosas post-sinapticas, por GPCRs dopaminérgicos, los cuales se

agrupan en dos grandes familias, D-1 y D-2, que estimulan e inhiben a la adenilato

ciclasa, respectivamente, regulando asi los niveles de AMPc. Finalmente, la dopamina

es recapturada en las terminales nerviosas o por células gliales circundantes, utilizando

un transportador de dopamina dependiente de sodio (DAT) (Bahena-Truijillo et al., 2000).




En el interior de la terminal nerviosa, la dopamina recapturada es catabolizada al
convertirse, gracias a la accion de la forma A de la enzima monoamino-oxidasa (MAO-
A), en acido dihidroxifenilacético (DOPAC), el cual es liberado al exterior de la terminal
para ser convertido en &acido homovanilico (HVA) por la enzima catecol-O-
metiltransferasa (COMT) (Bahena-Trujillo et al., 2000; Lotharius y Brundin, 2002).

Cuando la dopamina no es recapturada, puede ser metabolizada en HVA por la accion
secuencial de las enzimas COMT y MAOA, o bien, puede autooxidarse formando
peroxido de hidrogeno y dopamina-quinona, los cuales son productos citotoxicos. Se ha
propuesto que ciertas mutaciones en el gen que codifica para la SNCA impiden el correcto
almacenamiento de la dopamina en vesiculas sinapticas, lo que aumenta la
concentracion citoplasmica y el incremento en el estrés oxidativo, provocaria que este
neurotransmisor tendiera a oxidarse y causara dafio neuronal, como en el caso de la PD
(Lotharius y Brundin, 2002).

2.4.3. Papel de la a-Sinucleina en la enfermedad de Parkinson

Como ha sido mencionado en secciones anteriores, esta proteina (SNCA) juega un
papel fundamental en PD, pues es el componente predominante del indicador celular mas
importante y caracteristico de esta enfermedad, es decir, los cuerpos de Lewy. Por lo

tanto, vale la pena ahondar un poco en sus caracteristicas y estructura.

La a-sinucleina (Figura 11), perteneciente a la familia de las sinucleinas (q, B, y), es una
proteina de 140 aminoacidos y aproximadamente 40 kDa, codificada por el gen PARK-1
(0 SNCA) que consta de seis exones que van de 42 a 1110 pb. Esta proteina cuenta con
tres dominios: 1) el extremo N-terminal en a-hélice (residuos 1-87), que es de unién a
lipidos gracias a sus motivos de KTKEGV, 2) el segmento hidrofébico central o
componente no-amiloideo (NAC) (residuos 61-95), y la cola acida del extremo C-terminal
(residuos 96-140) (Emamzadeh, 2016).

A pesar de su alta abundancia en el sistema nervioso, su funcién no se encuentra aun
plenamente entendida, sin embargo, se ha encontrado evidencia que da pauta para
atribuirle ciertas funciones. Por ejemplo, debido a su interaccion con el complejo SNARE

(receptores de proteinas de fijacidon soluble del factor sensible a N-etilmaleimida), el cual
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participa en la fusién vesicular, se ha considerado que puede tener un papel importante
en los procesos de transporte y reciclaje vesicular y en la exocitosis para la liberacion de
neurotransmisores (Villegas et al., 2014).

Por otro lado, también se sospecha su participacion en la plasticidad sinaptica, pues se
ha observado en estudios realizados en aves, que su conformacion transcriptomica
cambia de manera especifica en regiones cerebrales involucradas en el canto, sin
embargo, aln no se sabe exactamente de qué manera esta proteina podria verse
implicada y cudl seria su regulacion. Finalmente, a consecuencia de su dominio de union
a lipidos, se ha considerado que podria actuar como una proteina de union a &cidos
grasos (Goedert, 2001; Emamzadeh, 2016; Koprich et al., 2017).
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Figura 11.- Estructura primaria y secundaria de a-sinucleina. NAC:
componente no-amiloideo. (Modificado de: Pacheco et al., 2012).

En un entorno patoldgico, el papel de esta proteina ha sido elucidado gracias a las
consecuencias que su acumulacion y/o mutacion ocasiona. Hasta ahora, seis mutaciones
puntuales (A53T, E46P, A30P, H50Q, G51D y A53E) que provocan neurotoxicidad, han
sido descubiertas (Delamarre y Meissner, 2017). Ademas, se ha demostrado que la sola
sobreexpresion de SNCA silvestre, debido a un aumento de la dosis génica, es suficiente
para desencadenar la PD, aun en ausencia de mutaciones en su secuencia codificadora,
lo cual sugiere que el simple incremento de esta proteina, incluso sin cambios

conformacionales, genera neurotoxicidad y un efecto de dosis-respuesta. La duplicacion
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del gen produce un patrén como el observado en PD esporadico, mientras que la
triplicacion del mismo genera la aparicion temprana y mas agresiva de la enfermedad
(Singleton et al., 2003; Chartier-Harlin et al., 2004).

También se ha observado que el dafio oxidativo de la SNCA, provoca la inhibicion del
proteosoma (Hodara et al., 2004), lo que promueve que ésta y otras proteinas
defectuosas continien acumulandose. Hasta la fecha, no esta totalmente claro si la
formacion de inclusiones (LB) es parte de un proceso neuroprotector-adaptativo o una
reaccion patogénica frente a estimulos no conocidos relacionados con la

neurodegeneracion.

2.4.4. Drosophila melanogaster como modelo de la Enfermedad de Parkinson

D. melanogaster es uno de los organismos mas estudiados en biologia, pues a partir
de las investigaciones realizadas por Thomas H. Morgan en 1910, se ha demostrado que
es un excelente sistema genético y sirve como modelo para muchos tipos de
investigaciones. Tal es la similitud biolégica que se ha observado entre la mosca de la
fruta y el humano, que Rubin en 2008 mencioné que las D. melanogaster han resultado

ser “pequefos humanos con alas”.

Como ya se discutié en secciones previas, posee gran homologia en distintos procesos
moleculares y celulares comunes en eucariontes superiores, incluidos los seres humanos
(Adams et al., 2000; Held, 2017).

Para el estudio de distintos fendmenos neurobioldgicos, se han utilizado organismos
modelo como el raton (Mus musculus), el nematodo (Caenorhabditis elegans), el pez
zebra (Danio rerio) y la mosca de la fruta (D. melanogaster). Los tres modelos comparten
caracteristicas fisiolégicas y moleculares similares (Piali y Aravinthan, 2009; Kalueff et
al., 2013; Ellenbroek y Youn, 2016), sin embargo, D. melanogaster ofrece ciertas
ventajas, como el hecho de que posee solamente cuatro pares de cromosomas (Anexo
), lo que simplifica las diferentes técnicas genéticas que se conocen hasta el momento,
ademas de que su mantenimiento es de bajo costo y su ciclo de vida (Anexo II)

relativamente corto (10-15 dias).




Por otro lado, cuenta con un sistema nervioso bien caracterizado, y su genoma se
encuentra completamente secuenciado (Adams et al., 2000), lo que ha dado origen a
distintos centros de almacenamiento de lineas de moscas con mutaciones en genes
especificos, o inserciones genéticas, en donde es accesible adquirir el genotipo deseado
(Grueber et al., 2007; Lee et al., 2000).

En diferentes areas de investigacion en donde este organismo es utilizado, el sistema
UAS/GALA4 (Figura 12), ha resultado ser de gran ayuda, pues permite controlar de manera
especifica la expresion génica, y la direccion tisular in vivo de cualquier gen, ya sea de

mosca u otro organismo.
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Figura 12.- Sistema GAL4/UAS. TH: tirosina hidroxilasa. SNCA: a-
sinucleina. (Modificado de: Johnston, 2002).

GAL4 es un factor de transcripcion, originario de la levadura Saccharomyces cerevisiae,
cuya funcién es activar la expresién de los genes encargados de la asimilacion de
galactosa. Sin embargo, para que este factor pueda funcionar, se requiere que los genes
a activar, cuenten con una secuencia reguladora (analoga a un enhancer en organismos
pluricelulares), que se denomina “Upstream Activating Sequences” (UAS). La union de
GAL4 con UAS es altamente especifica, por lo que este factor no puede activar a ningun
gen que no la contenga. En D. melanogaster no existen genes homologos a GAL4 y
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ningun gen de la mosca contiene secuencias UAS endogenas, por lo que se ha optado
por el disefio de moscas transgénicas que contengan cierto gen de interés (gen efector)
downstream a las UAS, y moscas transgénicas que expresen GAL4 bajo promotores
enddgenos de la mosca (driver), para que dirijan de manera especifica la expresion tisular
de este factor. Posteriormente se puede realizar cruzas tradicionales entre ambas lineas
de moscas, para que la progenie que herede ambos transgenes exprese el gen efector,
mientras que los progenitores y la progenie que soélo contenga el factor de transcripcion
o0 la secuencia UAS, permanezcan como moscas normales, es decir, sin la expresion del
gen efector (Duffy, 2002).

En este organismo modelo, la sintesis de SNCA no es realizada de manera natural o
endogena, por lo que se han desarrollado lineas de moscas transgénicas que, gracias al
sistema previamente descrito, expresan esta proteina en las neuronas dopaminérgicas
(bajo la direccién de la tirosina hidroxilasa) y son capaces de recapitular sintomas y
aspectos fisiolégicos, celulares y etoldgicos caracteristicos de PD (Chartier-Harlin et al.,

2004), por lo que se utilizan como modelos de esta enfermedad.

.  ANTECEDENTES

En cuanto al estudio de la enfermedad de Parkinson, un gran avance se logro
cuando Feany y Bender (2000), desarrollaron tanto las moscas transgénicas que en la
presente investigacion se utilizan como modelo, es decir, aquellas que expresan el gen
humano de la SNCA™, como aquellas que expresan este mismo gen pero con las
mutaciones que ya se mencionaron con anterioridad. En ambos casos se observo la
pérdida de neuronas dopaminérgicas y la presencia de LBs. Ademas, estos
investigadores evaluaron la motricidad de las moscas de este modelo y detectaron que
presentan alteraciones del comportamiento y que cuando envejecen, importantes

deficiencias en las pruebas de locomocion son detectadas.

Sin embargo, actualmente, no existen estudios en los que se les haya evaluado la
respuesta olfativa, y tampoco hay reportes de investigaciones en los que de manera
farmacoldgica se haya logrado revertir la pérdida del olfato a causa de la PD, de hecho

los agonistas dopaminérgicos, farmacos mas utilizados en el tratamiento de esta
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enfermedad, parecen no tener un efecto significativo en las funciones olfativas. No
obstante, otras terapias no farmacolégicas han sido propuestas, como la de Hummel et
al. (2005), quienes implementaron la estimulacion cerebral profunda en el nucleo
subtalamico en pacientes con PD que presentaban déficit olfativo (hiposmia), obteniendo

una ligera mejoria de dicho quimiosentido.

Otra aproximacion, aunque no relacionada directamente con la PD, es la realizada por
Mcintyre et al. (2012), en donde se empled terapia génica en ratones congénitamente
andésmicos para el desarrollo de cilios celulares. Se utilizé un adenovirus para introducir
una copia sana del gen causante de la anosmia en los ratones, que afectaba los niveles
de la proteina IFT88, de esta manera las respuestas, medidas en el tejido celular y los
niveles sinapticos, indicaron la restauracion total de la funcién olfativa, esta terapia podria

ser una alternativa en otros modelos andsmicos asociados a PD.

Por su parte Chambers et al. (2013), evaluaron la respuesta olfativa de una linea de D.
melanogaster con el gen Park25 (asociado a PD), y encontraron que en las mutantes
heterdcigas para este gen se observaba disminucion de la esperanza de vida, disfuncion
motora progresiva y déficit olfativo, en comparacién a las moscas control. Ademas,
reportaron que en el dia 5 después de emergidas de la pupa, aun al no observarse

anomalias motoras, si se presentaban déficit olfativo.

Por otro lado, Zapiec et al. (2017) realizaron un estudio en el que utilizando tejido humano
post-mortem de pacientes con PD y personas sanas, reconstruyeron tridimensionalmente
el bulbo olfatorio. En dicho estudio, inmunotifieron el tejido para la localizacion de TH y
SNCA, y para la observacion de glomérulos olfativos, pudiendo concluir que los pacientes
con PD tienen menor volumen glomerular total respecto a los sanos, quedando en duda
si esto es debido a la disminucion del tamafio de los glomérulos o del nimero de los
mismos. También observaron que existe una relacién inversamente proporcional entre
este volumen y la cantidad de SNCA, es decir, que a mayor concentracion de esta

proteina, el volumen glomerular disminuye.




IV. JUSTIFICACION

Se sabe que gracias a los avances cientificos y tecnolégicos, la esperanza de vida
humana ha ido en aumento, y con ello, la poblacion geriatrica también ha acrecentado su
densidad. Sin embargo, esto también conlleva al incremento de diversas patologias
relacionadas con la edad, y que son consideradas problemas de salud publica. Tal es el
caso de la enfermedad de Parkinson, cuya incidencia se estima que por diversas causas
ambientales, como la contaminacion y exposicion a toxicos, y demogréficas, se habra
duplicado para el 2030 (Dorsey et al., 2007), por lo que resulta imprescindible tomar
medidas de precaucion que puedan alertar con premura la posible aparicion de ésta y

otras enfermedades semejantes.

Los trastornos olfativos son sintomas tempranos de dicha enfermedad, sin embargo, las
bases patoldgicas de tales disfunciones son aun, en gran parte desconocidas, por lo que
un modelo hipésmico de esta enfermedad ayudara a la comprension de dichas bases y

su posible aplicacion.

Ademas, la importancia del estudio del olfato y el papel que éste desempefia en las
enfermedades neurodegenerativas, cobra especial relevancia debido a cuestiones como
el diagndstico preclinico, asuntos de seguridad y calidad de vida, (v.g., la deteccién de
toxicos volatiles), una ingesta nutricional inadecuada y la disminucion en la habilidad para
experimentar placeres asociados social y culturalmente con la comida y el erotismo
(Small y Prescott, 2005; Pause, 2012; Masala et al., 2017).

Por otro lado, en el ambito del conocimiento de estas enfermedades, la contribucién que
esta informacion representa para la patogénesis de las mismas, a través de las vias de
sefalizacion olfativas en el cerebro, constituye el posible vinculo entre las alteraciones
olfativas pre-sintomaticas y distintos marcadores genéticos, ademas de las similitudes

entre sustratos neuroanatémicos y mecanismos patoldgicos (Mesholam et al., 1998).

En el laboratorio del Dr. Reynaud, se han realizado evaluaciones motoras de la linea de
mosca transgeénica que expresa SNCA, la cual presenta la etiologia de un cuadro

parkinsoniano. Sin embargo, no se han llevado a cabo analisis olfativos y/o gustativos de




la misma, por lo cual resulta interesante e importante estudiar si la expresion de esta
proteina causa afecciones y/o modificaciones en la actividad quimiosensorial de dicha
linea, por lo que la caracterizacion de los efectos sensoriales de la expresion de esta

proteina asociada a la enfermedad de Parkinson es de interés en este estudio.

V. HIPOTESIS

La anosmia e hiposmia son indicadores tempranos de la enfermedad de Parkinson,
por tanto la linea transgénica de D. melanogaster [TH-GAL4 / UAS-SNCA ", utilizada
como modelo parkinsoniano, puede presentar afecciones y/o alteraciones en la respuesta

a estimulos sensoriales olfativos.

VI. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es evaluar afecciones y/o modificaciones en la
actividad olfativa en la linea transgénica de D. melanogaster que expresa SNCA silvestre
(SNCA W,

En tanto que los objetivos particulares derivados del anterior, son los siguientes:

e Comparar el ensayo de laberinto en Y, respecto a la prueba de laberinto en T, y
determinar la prueba etolégica mas eficiente y adecuada para evaluar la

percepcion olfativa en D. melanogaster.

e Determinar la respuesta olfativa de D. melanogaster silvestre (Oregon) adulta en
diferentes etapas de envejecimiento mediante la realizacion de una curva de

percepcion quimiosensorial.

e Determinar la respuesta olfativa de D. melanogaster transgénica (SNCA ") adulta
en diferentes etapas de envejecimiento mediante la realizacion de una curva de

percepcion quimiosensorial.




VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1 Stocks y cruzas de lineas transgénicas

Los organismos se mantuvieron en condiciones éptimas para su desarrollo, es decir,
medio estandar de levadura a 25°C y 80% de humedad, con ciclos de luz-oscuridad de
12 horas. Las lineas de moscas P [UAS-SNCA ¥], P [UAS-GFP; TH-GAL4], White 1118
(W18 'y Oregon, fueron obtenidas del banco de moscas de Drosophila

(http://flystocks.bio.indiana.edu) de Bloomington, en la Universidad de Indiana, Estados

Unidos.

Las moscas de la linea efectora P[UAS-SNCA "], son aquellas que presentan el gen de
a-sinucleina silvestre, a través de la insercion simple de un elemento P, mientras que la
linea P[UAS-GFP;TH-GAL4] es aquella que presenta la insercion de GFP dirigida
especificamente a TH, ya que ademas en esta construccion se encuentra unida a la
secuencia GAL4, necesaria para la activacion de este sistema, por lo que se utiliz6 como
driver de la expresion de la proteina de interés. Para la obtencién de la poblacion
experimental, se realizé la cruza de la linea efectora con el driver que tuvo como resultado
el genotipo W 1118/+: UAS-GFP/+; TH-GAL4/UAS-SNCA W,

Como controles se utilizaron las lineas W 11! (Fondo genético) y Oregon. También se
realiz6 la cruza del driver con W 1118 para obtener organismos heterécigos comparables
con la poblacion experimental y de esta manera utilizarse como control de expresion,
para comprobar que los efectos observados en la respuesta olfativa no se debieran a la

construccion de la linea experimental.

7.2 Genotipificacion

Para garantizar la veracidad genotipica de las moscas experimentales, se
disefiaron oligonucledtidos especificos (Anexo Ill), para amplificar las secuencias de los
genes GAL4, SNCA y rp49 (utilizado como control de la expresién génica endbgena), lo
que permitié6 hacer PCR punto final para corroborar la presencia de estos genes en las
diferentes lineas. Los amplicones resultantes se visualizaron mediante electroforesis en

geles de agarosa al 2%.



http://flystocks.bio.indiana.edu/

7.3 Prueba olfativa de Laberintoen Y

Una aproximacion para conocer la preferencia o en este caso la presencia o
ausencia de respuesta olfativa, son las pruebas etoldgicas, algunas de ellas como los
ensayos a utilizar en este estudio, consisten en la medicion de la atraccidn o repulsion de

distintas sustancias odorantes.

Para esto, se hicieron experimentos por triplicado en donde 10 machos de 1-5, 25-30 y
40-45 dias de post-emergencia pupal, se sometieron a 20 h de ayuno en viales con placas
huimedas de algoddn en la base para evitar su deshidratacion. Posteriormente, se evalud
la respuesta olfativa en un laberinto Y de disefio y ensamble personalizado, el cual consta
de tres viales unidos entre si mediante un conector plastico de dos vias en Y y puntas de

pipeta de 1 mL (Figura 14).

En el vial base se colocaron las moscas a evaluar y se conect6 al dispositivo mediante
una punta de pipeta adaptada de tal manera que el espacio de entrada y salida de los
individuos fuese de 1 cm de didmetro. Por otro lado, en uno de los viales de los extremos
del laberinto se coloc6 una sustancia de interés, ya sea un odorante atrayente (3-octanol
puro (OCT), levadura, acido acético al 0.125% y al 10%, etanol al 8%, o acido lactico al
2%) en papel filtro de 1 cm?; o un odorante repelente, 4-metilciclohexanol (MCH) puro
(Fuyama, 1978; Hussain et al., 2018); y en el otro extremo papel filtro de las mismas
dimensiones pero Unicamente con agua; estos ultimos viales se conectaron al dispositivo
mediante puntas de pipeta adaptadas de tal forma que la apertura final de las mismas
fuese de 2 mm de diametro, suficiente para que los individuos fueran capaces de llegar

a su destino, mas no de regresar una vez efectuada su decision.

De la misma manera, se llevé a cabo el ensamblaje de los dispositivos control en donde
ambos viales Unicamente contenian papel filtro con agua. La orientacion de los
dispositivos se alternd6 de manera cuidadosa para que todos quedaran siempre en

diferente posicion.

Las moscas permanecieron 15 h en el laberinto en un cuarto oscuro para evitar efectos
fototaxicos, a 25° C y con extractor de aire. Posteriormente, se contabilizé el nUmero de

individuos localizados en el extremo con la sustancia de interés, y el nimero de individuos
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en el extremo control. EI manejo y anestesia de las moscas, cuando fue necesario, se

realiz6 utilizando hielo, prescindiendo de CO2 para evitar interferencia en los resultados.

7.4 Prueba olfativa de Laberintoen T

Esta prueba etolégica es muy parecida a la prueba de laberinto en Y, y las
condiciones 6ptimas para su realizacion fueron tomadas de los resultados efectivos de la

misma, sin embargo el dispositivo utilizado y las dimensiones varian.

Se realizaron experimentos por triplicado en donde 30 machos de grupos de 1-5, 10-15
y 40-45 dias de edad post-emergencia pupal, se sometieron a 18 h de ayuno en viales
con placas humedas de algoddon en la base evitando asi su deshidratacion, para
posteriormente evaluar la respuesta olfativa, en un laberinto T de acrilico (Figura 13), el
cual consta de dos viales unidos a una camara intermedia con capacidad de cierre y

apertura para impedir el paso de las moscas al inicio y final del experimento.

Figura 13.- Laberinto en T utilizado para pruebas
olfativas. Fotografia: Estefania De Allende-Becerra.

En uno de los viales de los extremos del laberinto se coloc6 45 pL de una sustancia de
interés, ya sea un odorante atractivo, en este caso de acido lactico al 2% en papel filtro
de 1 cm?, o un odorante repelente como MCH; y en el otro extremo papel filtro de las
mismas dimensiones pero Unicamente con diluyente (agua). De la misma manera se llevo
a cabo el ensamblaje de los dispositivos control en donde ambos viales Unicamente
contenian papel filtro con diluyente. La orientacion de los dispositivos se alternd de

manera cuidadosa, para que todos quedaran siempre en diferente orientacion.




Posterior a las horas de ayuno, las moscas permanecieron 1 h en el laberinto, a 25° C,
en un espacio oscuro para evitar efectos fototaxicos. Después, se contabilizd el nimero
de individuos localizados en el extremo con la sustancia de interés, y el nimero de
individuos en el extremo control. Al igual que en el laberinto en Y, el manejo y anestesia

de las moscas se realiz6 en frio, prescindiendo de COo..

7.5 Analisis estadistico

El nivel de atraccion de los individuos hacia las sustancias evaluadas fue
determinado mediante el siguiente indice de Atraccion (IA) propuesto por Fuyama en
1976:

IA = (No. de individuos en vial con sustancia de interés — No. de individuos en vial control) / n

Donde valores de 1 fueron interpretados como “Extrema atraccion”, mientras valores de

-1 como “Extrema repulsion”.

Mediante el programa estadistico Graphpad Prism 4.0, la media y desviacion estandar

fueron calculadas para cada tratamiento y los controles.

Se verifico la distribucion normal de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilks para
muestras pequefias y posteriormente, para la determinacion de la significancia
estadistica entre las medias, se aplic6 ANOVA de un factor (a = 0.05). La diferencia entre
lineas fue calculada utilizando un analisis de comparacion mdaltiple de Fisher para

establecer las medias altamente significativas.




VIll.  RESULTADOS

8.1 Comprobacioén de los genotipos

La correcta expresion de los genes SNCA, GAL4 y rp49, se corroboro a través de PCRs,
realizados a partir de DNA gendmico de las diferentes lineas transgénicas y controles.
Los amplicones resultantes (Figura 14) mostraron que si se trabajé con las lineas
deseadas, y el control negativo comprobé la ausencia de amplificaciones inespecificas

de los oligonucledtidos utilizados.

Figura 14.- Genotipificacion. Productos de PCR obtenidos de las distintas lineas de moscas, visualizados
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%.

8.2 Prueba olfativa de Laberintos en Y

Para cumplir los objetivos del presente estudio, fue necesario evaluar la efectividad
del laberinto en Y y establecer las condiciones Optimas para la realizacion de los ensayos
olfativos, lo cual se llevé a cabo a través de pruebay error, y una evaluacion escrupulosa

de los resultados en las distintas condiciones y sus cambios.
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A continuacién se muestran las diferentes modificaciones efectuadas que llevaron a la

correcta estandarizacion de los ensayos utilizando laberintos en Y.

Figura 15.- Prototipos probados de laberintos en Y. A) Primer prototipo. B) Segundo prototipo. C) Tercer
prototipo.

Utilizando el primer prototipo de laberinto en Y (Figura 14A), se efectuaron ensayos de
olfato en moscas de las lineas White y Oregon, sometidas a 20 h de ayuno en las
condiciones previamente descritas. Ninguna de las dos lineas respondié de la manera
esperada segun lo reportado, pues no se observo atraccion hacia la sustancia atrayente
mas reportada (OCT), ni la suficiente repulsion hacia el MCH, sobre todo por parte de

White, quien ante los tres estimulos respondi6 con cierta neutralidad (Grafico 1).

Aunado al indice de atraccion no esperado que se observé al evaluar a los grupos control
con el primer prototipo de laberinto en Y, se observaron algunas anormalidades, tales
como el lento o nulo desplazamiento de los individuos, la baja atraccion de las moscas
hacia el OCT, la muerte de cantidad importante de moscas, entre otras cosas; por lo que
se modificaron las dimensiones del dispositivo y ciertas condiciones que se habian

establecido, obteniendo asi un nuevo prototipo (Figura 14B).
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Respuesta olfativa de moscas de 1-5 dias (Laberinto en Y A)
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Grafico 1.- Respuesta olfativa de moscas White y Oregon menores de 5 dias post-emergencia pupal,
utilizando el primer prototipo (A) de laberinto en Y. IA: indice de atraccion, OCT: 3-Octanol, MCH: 4-
metil-ciclohexanol.

Con el fin de probar este nuevo prototipo y también el de tener una aproximacion para
comparar, en medida de lo posible, los cambios en la respuesta olfativa que pudiesen
existir en las lineas control conforme los organismos envejecen, se llevd a cabo otra
prueba olfativa, de la manera antes descrita pero con ligeras modificaciones. Inicialmente
el tamafio de los tres viales era el mismo, pero en este nuevo prototipo se modifico el vial
inicial por uno de menor tamafo para que, debido al poco espacio para explorar, las
moscas se vieran obligadas a entrar mas pronto en el conector en Y y de esta manera

optar por alguna de las sustancias odorantes.

Por otro lado, las horas de ayuno se redujeron a 18 h esperando asi un menor
agotamiento fisico de los individuos. También se cambiaron los conectores de dos vias
por conectores de menor tamafio, haciendo mas facil el acceso de los individuos a través
de los mismos y facilitando el flujo odorante. El tiempo de los individuos en el laberinto se

incrementd a 20 h.
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Utilizando este segundo prototipo, los datos obtenidos no resultaron del todo
satisfactorios (Grafico 2), pues a pesar del envejecimiento, se esperaba un alto IA hacia
el OCT, contrario a esto, se registrdé en Oregon una respuesta de repulsion comparable
a la obtenida hacia MCH, mientras que la respuesta de White continué dentro de la
neutralidad. Razén por la cual nuevamente se modific el laberinto y las condiciones en

las que se llevaron a cabo los ensayos para generar un tercer prototipo (Figura 14C).
Respuesta olfativa de moscas de 25-30 dias (Laberinto en Y B)
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Grafico 2.- Respuesta olfativa de moscas Oregon y White de 25-30 dias post-emergencia pupal,
utilizando el segundo prototipo (B) de laberinto en Y. |A: indice de atraccion, OCT: 3-Octanol, MCH: 4-
metil-ciclohexanol.

Este nuevo prototipo fue probado utilizando machos Oregon de 40-45 dias de edad,
consta de los mismos elementos que el prototipo anterior, sin embargo, el volumen de
los odorantes se vio modificado, siendo administrado esta vez ya no por sumersion, sino
directamente 45 pyL de OCT, MCH o agua, segun fue el caso, en 1 cm? de papel filtro.
Ademas los ensayos no se llevaron a cabo en un cuarto oscuro sino en una caja oscura
de 55 cm x 37 cm x 29 cm, previamente lavada y ventilada. La distancia entre los viales
y el conector en Y se disminuyd y los organismos se mantuvieron en los laberintos
durante 24 h.




Los datos obtenidos con este tercer prototipo no fueron satisfactorios pero si benéficos
para la investigacion, pues en algunos casos se observo la defuncion de un gran nimero
de individuos incluso durante el tiempo de ayuno, lo que da indicio para pensar que el
tiempo de ayuno utilizado (18 h) quizas es excesivo para organismos de mayor edad y
que es necesario reducirlo una vez mas para todos los casos. Con este ultimo prototipo
también se probaron distintas sustancias atrayentes para determinar cuél de ellas
funcionaba mejor para este tipo de pruebas. El acido lactico al 2% resulto ser la sustancia
mas atrayente y se comprobo la alta repulsion de los organismos hacia el MCH (Grafico
3).
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Grafico 3.- Sustancias probadas como odorantes, utilizando moscas Oregon de diversas edades
post emergencia pupal, utilizando el tercer prototipo (C) de laberinto en Y. |A: indice de atraccién,
OCT: 3-Octanol, Ac. Acético: acido acético, Ac. Lactico: acido lactico, MCH: 4-metil-ciclohexanol.
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8.3 Prueba olfativa en Laberintoen T

Una vez establecidas las condiciones adecuadas para las pruebas olfativas, se
procedio a evaluar la respuesta de D. melanogaster, utilizando esta vez el Laberinto en
T, determinando asi, el IA de las lineas control y de la linea transgénica que expresa
SNCAW,

Respuesta olfativa de moscas de 1-5 dias (Laberinto en T)
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Grafico 4.- Respuesta olfativa en laberinto en T de moscas control y aquellas con SNCA*!, menores de 5
dias post-emergencia pupal. |A: indice de atraccién, MCH: 4-metilciclohexanol. *Diferencia significativa (P
< 0.05 en ANOVA de un factor y comparacién multiple de LSD).

De esta manera, se observO que estas Ultimas moscas, presentan diferencias
estadisticamente significativas respecto a su fondo genético (White), a GFP/+; TH/+, y a
Oregon, en las diferentes etapas de envejecimiento evaluadas. Es decir, este modelo
parkinsoniano presenta alteraciones olfatorias desde etapas muy tempranas (Grafico 4)
y juveniles (Gréfico 5), hasta etapas del envejecimiento tardio (Gréfico 6).
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Respuesta olfativa de moscas de 10-15 dias (Laberinto en T)
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Grafico 5.- Respuesta olfativa en laberinto en T de moscas control y aquellas con SNCA*, de 10-15 dias
post-emergencia pupal. IA: indice de atraccién, MCH: 4-metilciclohexanol. *Diferencia significativa (P <
0.05 en ANOVA de un factor y comparacién multiple de LSD).
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Grafico 6.- Respuesta olfativa en laberinto en T de moscas control y aquellas con SNCA"* de 40-45 dias
post-emergencia pupal. |A: indice de atraccidn, MCH: 4-metilciclohexanol. *Diferencia significativa (P <
0.05 en ANOVA de un factor y comparacién multiple de LSD).
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Al parecer el efecto del atrayente es menos intenso que el de la sustancia repelente
(MCH), por lo tanto, al comparar las moscas menores de cinco dias post-emergencia
pupal (Grafico 4), con las moscas mas viejas (Gréafico 5), se aprecia que la edad no llega
a afectar totalmente la respuesta hacia el repelente. Esta diferencia entre sustancias
podria confirmar el diagndstico de hiposmia observado para el modelo parkinsoniano, y
dar indicio para descartar la anosmia, ya que las moscas evaluadas no pierden del todo

la capacidad olfativa.

Por otro lado, también se aprecia el decaimiento de la respuesta olfativa en las moscas
sanas conforme pasa el tiempo, especialmente al evaluar el &cido lactico como sustancia
atrayente (Grafico 7), ya que este cambio no es tan evidente en la evaluacion ante el
repelente (Grafico 8). La curva de percepcion olfativa en respuesta al agua, Unicamente

se realizd con fines de control de los experimentos (Grafico 9).
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Grafico 7.- Curva de percepcion olfativa ante acido lactico [2%] de moscas control y experimentales
(GFP/+; TH-GAL4/UAS-SNCA"™), en distintas etapas de envejecimiento. |A: indice de atraccidn.
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Grafico 8.- Curva de percepcidn olfativa ante 4-Metil-ciclohexanol puro (MCH) de moscas control y
experimentales (GFP/+; TH-GAL4/UAS-SNCA"), en distintas etapas de envejecimiento. IA: indice de
atraccion.
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Grafico 9.- Curva de percepcidn olfativa ante agua, utilizada como sustancia neutra, de moscas control
y experimentales (GFP/+; TH-GAL4/UAS-SNCA""), en distintas etapas de envejecimiento. IA: indice de
atraccion.
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IX. DISCUSION

9.1 Prueba olfativa de laberintoenY

En la literatura se tienen reportados distintos tipos de dispositivos para medir la
respuesta olfativa en D. melanogaster, desde electroantenogramas hasta multiples tipos
de laberintos T (Alcorta, 1991; Suh et al., 2007), y aunque los laberintos en Y también se
han empleado en distintos experimentos olfativos, son menos comunes y algunos de ellos

presentan desventajas que podrian alterar los datos de interés.

El disefio de los prototipos evaluados en este estudio, se bas6 en un esquema previo
planteado por Simonnet et al. (2014), sin embargo se le realizaron modificaciones y fue
planeado de tal manera que se pudieran evitar sesgos en los resultados a obtener, y se
adaptara al tipo de estudio programado en la presente investigacion. Una de las primeras
ventajas de los prototipos disefiados con respecto a otros, es la apertura de las vias de
salida a los viales con sustancia odorante, ya que dichas aperturas estan disefiadas para
permitir el paso de los organismos mas no su retorno, facilitando asi la recopilacion de
los datos. Esta misma estructura también tiene otras funciones, pues al ser pequefia la
apertura, reduce la difusion de los odorantes a lo largo del laberinto, limitandola a la zona

de eleccién de los organismos.

En otros estudios como el planteado por Tully y Quinn (1985), para probar el
condicionamiento clasico en D. melanogaster, se emplean laberintos T en donde uno de
los extremos contiene una sustancia atractiva y el extremo contrario una repelente; en su
caso, para evitar la difusion excesiva de los odorantes y no causar confusion en los
organismos, se utilizé un sistema de flujo aerodinamico mediante entradas de aire en los
extremos y salida del mismo en la parte central; en el caso del presente estudio, se
considerd que el flujo podria interferir en los resultados, asi como el uso de bombas
reguladoras podria estresar a los organismos, no obstante, para evitar la difusion
excesiva de sustancia se empled la ya mencionada estrecha apertura solamente al final
de los ductos de salida de las moscas y se decidié evaluar las sustancias odorantes por

separado, teniendo asi, mayor control y evitando sesgos en la informacién a obtener.




Una desventaja de los laberintos en Y respecto a otros dispositivos, es que en ciertos
laberintos tipo T el tiempo de exposicion que se requiere para que los organismos hagan
su eleccion es de minutos, mientras que en este laberinto se requieren varias horas, sin
embargo esto mismo puede representar una ventaja para ciertos ensayos, pues la
decision en un laberinto de este tipo es mayormente “reflexiva” y no un reflejo
espontaneo, o simplemente una entrada aleatoria (Simonnet et al., 2014), y es un tiempo
considerablemente razonable en comparacion con otros laberintos como el empleado por
Chambers et al. (2013), en donde es necesario un tiempo de exposicién de 60 a 85 h

dependiendo del sexo.

Otra modificacion que representa una ventaja para este estudio, es el acortamiento del
vial inicial, es decir que las moscas inicien el trayecto a través del laberinto desde un vial
mas pequefio, forzandolas a explorar el conector y exponerse al aroma de las sustancias

para efectuar su decision.

Por otro lado, el tiempo de ayuno que se tiene reportado para ensayos quimiosensoriales
va de 16 a 20 h (Schwaerzel et al., 2003; Sellier et al., 2011; Simonnet et al., 2014), dado
que durante periodos de déficit de energia, muchas especies animales, dentro de las
cuales D. melanogaster no es la excepcion, se vuelven menos selectivas para escoger y
buscar su alimento, debido a que hay un incremento en la sensibilidad hacia fuentes
nutricionales (Inagaki et al., 2014). Lo anterior, tiene como consecuencia una respuesta
mas rapida al momento de realizar los ensayos de comportamiento, pues los organismos
capaces de detectar las sustancias odorantes, relacionaran la sustancia atractiva con una

posible fuente de alimento.

El tiempo de ayuno utilizado en estos ensayos, puede resultar eficiente dependiendo de
los objetivos que se quieran lograr, pero es necesario tomar en cuenta las
particularidades de cada estudio, pues de la misma manera se han reportado casos en
los que los ensayos se pueden efectuar aun sin privacion nutricional, como el realizado
por Hussain et al.,, (2016). De hecho, Inagaki et al. en su estudio sobre la
neuromodulacién durante periodos de ayuno, realizado en 2014, afirman que cambios de
estado internos tales como emociones, excitacion, ayuno o cambios en suefio, afectan

decisiones etolégicas en animales. En el presente estudio, gracias a los resultados
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obtenidos mediante la estandarizacién de este ensayo olfativo, se definié que es mejor
un tiempo menor de privacién nutricional respecto a los reportados en su mayoria, pues
los organismos se requieren sensibles y perceptivos quimiosensorialmente, mas no

débiles debido al déficit de energia.

Otro punto importante que debe tomarse en cuenta, es la edad de los organismos, pues
los estudios reportados con anterioridad en este sentido, utilizaban organismos jovenes
(3 a 10 dias post-emergencia pupal), sin embargo al utilizar en este estudio organismos
con intervalos de edad variable, el tiempo de ayuno que ellos utilizan no resulta
conveniente en este caso, siendo mejor ayunos de 10 h 'y 18 h para pruebas en laberinto

en Y y en laberinto en T, respectivamente.

Por otro lado, con base en los resultados obtenidos en este estudio, la sustancia atrayente
probada (OCT), aparenta ser repelente en los tres prototipos, obteniendo incluso el
mismo indice de atraccion que MCH; asi mismo, al utilizar el prototipo 2 se observa que
la repulsion hacia este ultimo compuesto se ve disminuida respecto a lo obtenido con el
prototipo 1, y aunque los datos no son del todo comparables dado que las condiciones
fueron distintas, esta disminucion podria verse explicada también, posiblemente por el

envejecimiento de los individuos.

Los datos necesitan ser corroborados mediante la realizacién de mas ensayos en los
distintos tiempos, bajo las mismas condiciones, sin embargo, hasta el momento los datos
confirman que la linea Oregon, la cual puede ser considerada como una de las lineas
mas silvestres, es un buen control y un parametro de comparacion para analizar el cambio

en la percepcion olfativa respecto a otras lineas.

Si el uso de estos laberintos en Y quisiera retomarse por cuestiones de productividad,
seria necesario implementar nuevos cambios para que éstos funcionen de manera
adecuada, tales como la disminucion a 10 h de ayuno y la experimentacion con otro tipo
de odorantes atrayentes mas potentes y de otra naturaleza (v.g., feromonas), sin
embargo, por disponibilidad de tiempo, se optdé por emplear el siguiente dispositivo
disponible, es decir, el laberinto en T, y aplicar en él lo aprendido con los resultados

obtenidos de esta seccion experimental.




9.2 Respuesta olfativa de Drosophila melanogaster silvestre

Al evaluar a las moscas control en diferentes etapas del envejecimiento, se aprecian
las esperadas respuestas atrayentes y aversivas, observandose las maximas respuestas
olfativas en los estadios mas tempranos (1-5 dias), mientras que en los tiempos
posteriores se puede apreciar un decaimiento natural de esta respuesta, lo cual corrobora
lo sospechado en las pruebas realizadas con los laberintos en Y, y coincide con lo
reportado por Nazar y Pardo (2011), quienes afirman que la hiposmia es un fenémeno
comun en individuos de mayor edad y un proceso normal del envejecimiento, incluso al
encontrarse sanos. La causa de esta disfuncién es desconocida; sin embargo, en
humanos se asocia a una serie de factores, como alteraciones anatémicas y fisiolégicas
del epitelio y bulbo olfatorio, de hecho, Godoy et al., mencionaron en 2015 que la invasion
del tejido respiratorio en el epitelio olfatorio aumenta con la edad, es decir, que el 1.25 %
de la mucosa nasal que se estima es ocupado por el epitelio olfatorio, llega a ser menor
conforme se envejece, ya que el epitelio respiratorio comienza a invadirlo dependiendo
de las necesidades del entorno, por lo que se puede asumir que tanto la localizacién

como la estructura del neuroepitelio puede variar entre individuos y a través del tiempo.

Por otro lado, dado que las ORNs son las células neuronales mas superficiales en el
cuerpo, y por tanto las mas expuestas al entorno de manera directa, podrian considerarse
como una “ventana hacia el cerebro”, lo cual favorece la acumulacién de dafios por
diversos factores, provocando afecciones a distintos niveles, generando asi que el
organismo no reaccione de la misma manera en etapas tempranas de vida que en la
vejez. Basado en lo anterior, cabe la posibilidad de que en la mosca ocurran procesos
semejantes, y que la acumulacion de dafios hacia, en este caso, el I6bulo antenal a través

de las ORNSs, con el paso del tiempo debiliten de manera natural la respuesta olfativa.

Por otra parte, al contrastar la respuesta generada ante la sustancia atrayente contra la
respuesta ante el repelente, se observa que esta Ultima es mas intensa y, aunque también
decae ligeramente conforme los organismos envejecen, practicamente se mantiene
constante, a diferencia de la respuesta hacia el atrayente, que decae mas abruptamente.
Esto podria deberse a la diferencia de concentracion entre ambas sustancias, ya que las

respuestas olfativas en ciertos casos son dependientes de la cantidad de moléculas de
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odorante, por lo que al encontrarse el MCH puro, cabe la posibilidad de que se estén
activando mayor cantidad de ORs que en el caso del acido lactico al 2% (Li, 2015). Por
otro lado, sabiendo que en D. melanogaster existen dos posibles vias de activacion de la
transduccion olfativa (ionotrépica y metabotropica) dependientes de la cantidad de
odorante presente (Wicher et al., 2008), la constancia en la olfaccién hacia el repelente
podria deberse no sélo a la activacion de un mayor nimero de ORs, sino también a que
altas concentraciones de odorante activan la via ionotropica directa, mientras que para la
deteccidn de concentraciones bajas es necesaria la activacion de la via ionotropica, a
través de la metabotrdpica. Al involucrar entonces una via indirecta como la necesaria
para bajas concentraciones de odorante, se requiere de mayor energia y complejidad,
por lo que en moscas de mayor edad, puede resultar un mecanismo mas complicado de

mantener a diferencia de la via directa.

9.3 Papel de la SNCA en la respuesta olfativa de Drosophila
melanogaster

Se sabe que la acumulacion de SNCA o el mal plegamiento de la misma debido a
mutaciones del gen, son factores relacionados con el desarrollo de PD, sin embargo, aun
existen ciertas incégnitas sobre de qué manera influye esta proteina y sus agregados en

los sintomas pre-motores.

Este estudio confirma el hecho de que su sobreexpresion tiene una fuerte influencia al
menos en uno de estos sintomas pre-motores: el olfato. Se comprueba que la sola
sobreexpresion de SNCA silvestre es suficiente para desencadenar sintomas de la
enfermedad de Parkinson, pues aun sin la expresion de las posibles mutaciones de este
gen (A53T, A30P, etc.) se presentan alteraciones quimiosensoriales. En el modelo de D.
melanogaster que la expresa y que fue utilizado en este estudio, la capacidad olfativa se
ve afectada significativamente desde etapas vitales muy tempranas, resultados
guimiosensoriales que coinciden con lo que Chambers et al., observaron en 2013, pues
al igual que lo observado aqui, se presentaron anomalias olfatorias apenas a los cinco
dias post-emergencia pupal. Ellos no evaluaron la progresion olfativa a través del tiempo,
sin embargo en la curva de percepcion quimiosensorial realizada en nuestro estudio, la

respuesta olfativa observada en las moscas menores de cinco dias, es equivalente
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incluso a la respuesta presentada por las lineas sanas en envejecimiento tardio (40-45
dias), observandose al igual que en estas ultimas, un declive olfativo directamente

proporcional a la edad.

Al igual que en las moscas control, se observa una diferencia entre las respuestas
generadas frente a los dos odorantes evaluados, siendo predominante la respuesta ante
el repelente. Dicha diferencia y el hecho de que la respuesta ante MCH en ningun
momento llegd a ser neutral en los tiempos evaluados, indica que el fenémeno que se
presenta en este modelo es de tipo hipdsmico mas no anésmico, pues los organismos no
llegan a perder por completo su capacidad olfativa, pudiendo detectar aun en la vejez la

sustancia repelente.

El hecho de que en estas lineas transgénicas se registre hiposmia desde etapas
tempranas, puede ser explicado con base en el mapa de sinucleopatia descrito por Braak
y Braak en 2003, quienes afirman que la aparicion de los sintomas, tanto motores como
no motores, correlaciona con la distribucion de los agregados proteicos de SNCA en el
sistema nervioso, es decir, los LBs. Estos mismos autores, dividen esta enfermedad en
seis etapas de acuerdo a su progresion y a la distribucion de dichos cuerpos, siendo la |
y la Il las que involucran a los sintomas anteriores al desarrollo del sindrome motor de
PD, durante estos estadios hay deposito de SNCA en las neuronas olfatorias y bulbares
(en este caso lébulo-antenales), lo que podria explicar el déficit olfativo en etapas
tempranas. Schapira et al. (2017) indican que se ha observado acumulacion de LBs en
bulbo y areas relacionadas al olfato, sin embargo también mencionan que no se observa
pérdida de neuronas dopaminérgicas en los mismos, por lo que se podria descartar esta

pérdida como posible explicacion.

De acuerdo a lo reportado por Zapiec et al. (2017), existen diferencias importantes a nivel
glomerular entre pacientes con PD y personas sanas, observandose en los primeros,
bulbos olfatorios de forma irregular y casi la mitad de volumen glomerular que en los
pacientes sanos. Ademas estos autores notaron que existe una relacion inversamente
proporcional entre la cantidad de SNCA y el volumen glomerular. Estos datos podrian ser
extrapolados a los resultados obtenidos en la presente investigacién, complementando

la posible explicacion, mencionada con anterioridad, para los déficits en la olfaccion
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observados en este modelo, pudiendo asumir que muy probablemente la expresion de

SNCA esté afectando en este caso los glomérulos olfativos del I6bulo antenal al reducir

su volumen, como se reportd ocurre en humanos. Estos datos necesitan ser explorados

y corroborados con ensayos histolégicos mediante los que se pueda vislumbrar si

realmente esto es también lo que esta ocurriendo en D. melanogaster y si dicha reduccién

de volumen se debe a un menor numero de glomérulos, o a la degeneracién y reduccion

de tamafo de los mismos, integrando subsecuentemente los resultados etologicos

actualmente obtenidos para este modelo.

X.

CONCLUSIONES

La prueba olfativa con laberinto en T es mas efectiva para este tipo de estudio
respecto a la prueba con laberinto en Y, al menos bajo las condiciones probadas

en esta investigacion.

La prueba olfativa con laberinto en Y puede aln ser mejorada si se encuentra un
atrayente mas potente, sin embargo las principales mejorias implementadas en
los prototipos de este estudio fueron: el acortamiento del vial inicial para una mejor
introduccién de los organismos al dispositivo, la reduccién de las horas de ayuno
acopladas a las necesidades fisiologicas de los individuos, y la difusién adecuada

de odorantes a través de los diametros de salida establecidos.

El atrayente mas efectivo resulté ser el acido lactico al 2%, mientras que el mejor

repelente fue el 4-metil-ciclohexanol.

Las moscas sanas (Oregon, White y GFP/+; TH-GAL4/+) sufren un decaimiento
natural (presbiosmia) de la respuesta olfativa, que es directamente proporcional al

tiempo de vida.

La linea transgénica de D. melanogaster que expresa el gen para a-sinucleina,

presenta hiposmia desde etapas muy tempranas y juveniles, hasta etapas de




envejecimiento tardio, lo que concuerda con lo observado en pacientes con

enfermedad de Parkinson.

Xl. PERSPECTIVAS

Se planea continuar con la investigacion iniciada en esta tesis, mediante la
realizacion de distintos experimentos, para complementar los datos obtenidos en el
presente estudio, y poder dilucidar los diferentes mecanismos involucrados en la
quimiorecepcion natural, y la vinculada a procesos de neurodegeneracion, tales como la

enfermedad de Parkinson.

Para ello, se podrian realizar técnicas inmunohistoquimicas hacia los centros cerebrales
olfativos y analizar, en las diferentes etapas del envejecimiento, algunos aspectos
importantes, tales como el numero de neuronas dopaminérgicas, el volumen glomerular,
la cantidad de SNCA presente, los niveles de agregaciéon de las mismas, entre algunas
otras cosas.

Ademas, la evaluacion de la capacidad olfativa de los genotipos de interés, ante otro tipo
de odorantes, resulta imprescindible para comprender de manera global la respuesta
olfativa y como podria estarse modificando ante la neurodegeneracién. Por ejemplo,
ademas de analizar la respuesta ante mayor numero de sustancias atrayentes y
repelentes relacionadas con la alimentacion, podrian evaluarse algunas sustancias
relacionadas con procesos de reproduccion (v. g. feromonas), y de esta manera valorar
qué tipo de respuesta es la que se ve afectada en enfermedades de este tipo, 0 si es una

afecciéon general a este sistema.

Por otro lado, aunque la SNCA es la proteina predominante en los cuerpos de Lewy, no
es la Unica que se encuentra presente, siendo importante también la sinfilina, por lo que
podrian evaluarse moscas que presentaran dicha proteina, y otras con la co-expresion.
Més adelante, también podrian realizarse el mismo tipo de investigaciébn en moscas que

expresen las distintas mutaciones que han sido reportadas para la SNCA.
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ANEXOS

ANEXO I. Genoma de Drosophila melanogaster
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Figura 16.- Cariotipo de Drosophila melanogaster y esquematizacién de su genoma, indicando los brazos
de los cromosomas. Las zonas de heterocromatina se muestran en gris. (Tomado de: Kaufman,
2017).

ANEXO II. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster
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Figura 17.- Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. (Modificado de: Hales et al., 2015).
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ANEXO lll. Oligonucleoétidos utilizados para Genotipificacion

Gen Primer Forward Primer Reverse
rp49 5’ TCA AGA TGA CCA TCC GCC CA 3’ 5’ GTT CTC TTG AGA ACG CAG GC 3’
GAL4 5’ CGT CAC AGA TAG ATT GGC TTC AGT GG 3’ 5’ GCG TCG GTG AGT GCA CGA TAG GGC 3’

SNCA 5’ TCT CTA TGT AGG CTC CAA AAC 3’ 5’ TTC GTAGTC TTG ATACCCTTC 3’

ANEXO IV. Dimensiones de laberintoen T

=

Figura 18.- Dispositivo utilizado para realizacion de pruebas olfativas en
Drosophila melanogaster, en donde se muestran las dimensiones
correspondientes a cada seccidn estructural del mismo.
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