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Resumen

La nocicepcién es un mecanismo altamente conservado a lo largo de la escala
filogenética. En la actualidad no existen muchos reportes sobre sus bases moleculares y
celulares que permitan integrar un proceso de nocicepcion.

Esta tesis realizd un andlisis genético utilizando a Drosophila como modelo para
identificar nuevos genes que pudieran estar participando en la deteccion, transmision
y/o transduccién de un estimulo potencialmente nocivo.

El analisis utilizd del sistema genético UAS-GAL4 y lineas de moscas que poseen
elementos GAL4 transponibles insertados aleatoriamente en el genoma de Drosophila.
Debido a la estrategia presentada en este proyecto podriamos identificar solo aquellos
genes que Sse expresaran en neuronas nociceptoras.

Como resultado de éste trabajo se identificaron cuatro lineas con elementos
transponibles insertados en posibles genes nociceptores. Caractericé el patron de
expression de éstas lineas dirigiendo la expresion de la proteina verde flourescente.
Observé expresion en estructuras neurales del sistema nervioso central. Aln cuando los
patrones eran diferentes en cada linea, no se descartdé la posibilidad de que éstos
estructuras se compartan. Tres de éstas lineas presentaron expresion en los precursores
neurales en los discos imagales. Por ltimo s6lo se observo expresion en neuronas del
sistema nervioso periférico en dos de las lineas encontradas.

En colaboracion con otra estudiante se determinaron los sitios de insercion del elemento
transponible de dos lineas encontradas en éste trabajo. Los resultados sugieren que los
genes interrumpidos son twin y rabphilin.

Hasta el momento, este trabajo ha demostrado que la estrategia utilizada es una buena
primera aproximacion para la identificacion rapida de genes posiblemente involucrados
en la nocicepcion; asi mismo, ha proporcionado cuatro lineas para futuras

caracterizaciones.



Abstract

Nociception is a highly conserved mechanism among animal species. So far, its
molecular and cellular basis are not fully understood.
This thesis proposes a genetic approach using Drosophila to find new molecular
elements that could participate in nociception that would lead to a better understanding
of this process. | used the UAS-GAL4 system and lines with GAL4 transposable
elements inserted randomly in Drosophila’s genome. Using this strategy established in
our screen we identified genes expressed in nociceptive neurons.
As a result of this project, |1 found four lines with transposable elements inserted in
potential nociceptive genes. | characterized the expression pattern of the sites of
insertion of these four lines by targeting the expression of GFP. In the central nervous
system of all four lines, GFP was localized in neural subtypes. The patterns were
different in each line; however | can not discard the possibility of shared elements. In
three of the lines, GFP expression was observed in neural elements of the imaginal
discs. As for the peripheral nervous system, only two lines presented expression in
neural subgroups.
In collaboration with another student we determined the site of insertion of the
transposable element, for two lines, using Inverse PCR. Results suggest that the genes
interrupted are twin, which is the CCR4 homolog in Drosophila and rabphilin.
So far this screening has proved to be a good approach to the fast identification of
possible molecular nociceptive genes and has provided four lines for further

characterization.



1. Introduccién

1.1. Nocicepcion

La nocicepcion es un proceso fundamental para la supervivencia de un
organismo. Se define como: la percepcion fisioldgica de un estimulo potencialmente
nocivo que induce la generacion de una respuesta de proteccion. Este proceso es
considerado el componente fisioldgico de la experiencia sensorial que denominamos
“dolor” y ocurre por debajo del nivel de consciencia de un individuo. El “dolor” posee a
su vez un componente psicolégico el cual basa la formulacion de la percepcion
fisiologica en el conocimiento adquirido por un individuo y sus consecuencias

emocionales (htip:/www edinformatics.com/biotechnology/pain.html; http://www.ahs.uwaterloo.ca/~ranney/painanat.html).

Un estimulo potencialmente nocivo es detectado por neuronas sensoriales
especializadas denominadas “neuronas nociceptoras”, que estan localizadas
principalmente en el sistema nervioso periférico.

En mamiferos, las neuronas aferentes primarias (nociceptoras) se encuentran en el
ganglio de la raiz dorsal y el ganglio trigeminal. Sus axones inervan la epidermis, a los
masculos, vasos sanguineos, tejido conectivo, meninges e incluso a las visceras (Fig. 1).
Estas neuronas son capaces de detectar estimulos mecanicos, térmicos y/o quimicos.
Pueden ser especificas y transmitir sélo un tipo de estimulo, o bien, polimodales, es
decir, aquellas que puedan detectar mas de un tipo de estos estimulos (Tobin y
Bargmann, 2004; Julius y Basbaum, 2001). El estimulo es convertido a impulsos
eléctricos y transmitido a lo largo de los axones hasta llegar al cuerpo neuronal en el
ganglio de la raiz dorsal. Es en este lugar, donde ocurre la sinapsis entre las neuronas
nociceptoras y neuronas internas cuyas proyecciones salen del ganglio llevando la
informacion a la corteza cerebral donde es procesada y se genera una respuesta de
proteccion ante dicho estimulo (Foulkes y Word, 2008; Julius y Basbaum, 2001).

corteza Fig. 1. Esquema que representa de manera

generalizada el proceso de deteccion,

talamo —p * transmision y transduccion de un estimulo
* potencialmente nocivo. El estimulo es

l respuesta detectado por neuronas nociceptoras en el

protectora sistema nervioso periférico, la sefial es

estimulo nocivo transformada en impulsos eléctricos que viajan

transmitido por el axén hasta la espina dorsal, ahi la sefial
es transmitida al tAlamo donde se produce la
respuesta de proteccion. Del talamo pasa a la
espina—-p» \ estimulonocivo  corteza y es en éste momento que el individuo
dorsal detectado

“siente” el dolor. (modificado  de
http://www.ccac.ca/en/CCAC_Programs/ETCC/Module10/07.html)

neurona nociceptora —J»
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1.2. Elementos moleculares participantes en la nocicepcion

Cada uno de los procesos de deteccion, transmisién y transduccién de un
estimulo potencialmente nocivo se encuentra modulado y regulado por un gran nimero
de factores. Entre los principales elementos descritos que participan en la deteccion del
estimulo potencialmente nocivo se encuentran diferentes tipos de canales idnicos como
son los canales tipo TRP’s, DEG/ENaC’s, canales activados por ATP (P2X), asi como
canales activados por protones (ASIC) (Julius y Basbaum, 2001; Hucho y Levine, 2007;
Hwang y Oh, 2007; Foulkes y Word, 2008). Estos canales son activados por ligandos
como los presentes en el “caldo inflamatorio”, que es un conjunto de compuestos
generados como consecuencia de dafio tisular. Entre estos compuestos se encuentran
protones, ATP, serotonina y lipidos, entre otros. O bien, activados directamente por
factores mecénicos y fisicos como son el calor y el frio en el caso de los canales TRP’s
(Foulkes y Wood, 2008; Hwang y Oh, 2007).
La activacion de los canales mencionados anteriormente en la neurona nociceptora,
produce una depolarizacion localizada en la membrana, la cual induce la apertura de los
canales de sodio dependientes de voltaje (Nav’s). El influjo de iones de sodio produce
una depolarizacion mayor de la membrana, generando asi un potencial de accion. Dicho
potencial es conducido a lo largo de la membrana axonal mediante depolarizaciones
continuas originadas por Navs’s. Como consecuencia de éstas depolarizaciones,
también se abren los canales de potasio dependientes de voltaje (K2P’s) para regresar la
membrana a su potencial de reposo y asi asegurar que la neurona pueda recibir un nuevo
estimulo. EI potencial de accion generado por el estimulo potencialmente nocivo viaja
hasta la region sinaptica de la neurona nociceptora. En éste lugar la depolarizacion
induce apertura de canales de calcio dependientes de voltaje y entrada de calcio a la
neurona. Una consecuencia del influjo de calcio en la region sinaptica es la liberacion
de neurotransmisores que activaran a la neurona post-sinaptica transmitiendo asi el
estimulo nocivo. En la neurona post-sinaptica ocurre nuevamente un potencial de accion
que conducira ésta sefial hasta el sistema nervioso central (Bear et al., 1996; Foulkes y
Wood, 2008).
Varios de los canales ionicos arriba mencionados, que participan en la transmision de
los estimulos son sujetos de modulacion a través de cascadas de sefializacion que
involucran al AMP ciclico, la protein-cinasa A, la protein-cinasa C, la via de las MAP
cinasas o el Oxido nitrico. Asi mismo, existen otros factores como el ATP, la

Bradiquinina, el Factor de crecimiento neural (NGF), el Factor derivado de lineas
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gliales (GNDF), el Factor de necrosis tumoral (TNF), entre otros, que interactiian con
receptores metabotropicos y afectan al proceso de nocicepcion. EI mecanismo por el
cual los anteriores median su efecto, ain no se conoce completamente (Julius y
Basbaum, 2001; Hucho y Levine, 2007).

De igual forma, se desconoce si existe un mecanismo general de nocicepcion, o si cada
tipo de estimulo potencialmente nocivo implica un mecanismo de sefializacion
especifico (Foulkes y Wood, 2008; Hwang y Oh, 2007). Esta posible diversidad en los
mecanismos involucrados en la nocicepcién genera un gran interés en esta area ya que
las neuronas nociceptoras también participan en estados de dolor patoldgicos causados
por dafio neuronal, inflamacion o cancer. El conocer a los elementos involucrados en la
nocicepcion y entender el mecanismo por el cual actian, permitiria identificar blancos
potenciales para desarrollar tratamientos farmacéuticos que alivien el dolor ain en

estados patoldgicos (Tracey et al., 2003).

1.3. Modelos bioldgicos para el estudio de la nocicepcion.

Debido a que la nocicepcién es un mecanismo que se encuentra altamente
conservado a lo largo de la escala filogenética, se han utilizando organismos modelos
como el ratén, el nematodo Caenorhabditis elegans y la mosca Drosophila
melanogaster para el estudio de este fendmeno bioldgico. Los tres modelos comparten
caracteristicas fisioldgicas y moleculares similares en sus neuronas nociceptoras. Sin
embargo, Drosophila ofrece las siguientes ventajas:

) Posee solamente cuatro cromosomas, por lo que se simplifica la aplicacion
de las diferentes técnicas genéticas y moleculares que se conocen hasta el
momento.

ii) Posee un sistema nervioso periférico bien caracterizado (Grueber et al.,
2007; Tracey et al., 2003).

iii) Existen homdologos en la mosca para genes humanos anteriormente descritos
en nocicepcién (Goodman, 2003).

Con base en lo anterior proponemos utilizar a Drosophila como modelo de estudio en el
presente trabajo.
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1.4. Caracteristicas del modelo de estudio

a. El sistema nervioso periférico larval de Drosophila melanogaster

El sistema nervioso periférico de las larvas de tercer instar de Drosophila esta
compuesto por dos poblaciones de neuronas sensoriales distinguibles, las neuronas del
tipo | y las del tipo II.
Las neuronas del tipo I, poseen una sola dendrita cuya porcion mas distal es un cilio
modificado. Generalmente se encuentran asociados a células accesorias y pueden
formar 6rganos sensoriales como las cerdas sensoriales que recubren a toda la mosca
adulta (es); el 6rgano de Johnston, con el cual la mosca puede detectar sonidos; y los
6rganos cordotonales (ch), los cuales se cree son propioceptores. Es decir, érganos
sensoriales que transmiten sefiales que le indican al organismo la posicién relativa de
cada parte de su cuerpo con respecto al medio externo (Tobin y Bargman, 2004). Las
neuronas del tipo | se han relacionado con mecanismos de mecanosensacion (Vervoot,
et. al., 1997).
Por otra parte, las neuronas sensoriales del tipo Il presentan como caracteristica
distintiva una gran cantidad de dendritas. Generalmente éste tipo de neuronas no se
asocia a células accesorias por que lo que no forman drganos sensoriales como tales.
Estas neuronas se clasifican de acuerdo a su morfologia en tres subgrupos: md-da (da),
md-bd (bd) y md-td (td). Las md-da representan al subgrupo mas abundante cuya
caracteristica principal son arborizaciones dendriticas extensivas que inervan por debajo
de la epidermis de la mosca. Estas forman un plexo neuronal similar al encontrado en
vertebrados, el cual transmite estimulos dolorosos (Brewster y Bodmer, 1995; Tracey et
al., 2003). Las md-bd, se caracterizan por presentar dendritas bipolares. Por ultimo, las
md-td, extienden sus dendritas a lo largo de las ramificaciones traqueales (Bodmer y
Jan, 1987; Brewster y Bodmer, 1995).
Los subtipos neuronales mencionados anteriormente se encuentran organizados a lo
largo del eje dorsoventral de cada hemisegmento de la larva. Cada hemisegmento
abdominal presenta neuronas del tipo | y Il (Fig. 2), clasificadas de acuerdo a su
posicion a lo largo del eje dorsoventral (ventral, ventral’, lateral y dorsal) y al subtipo
neuronal al que pertenecen (es, ch, da) (Ghysen, A., 1993; Grueber et al., 2007).
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Figura 2. Organizacién del sistema nervioso periférico de Drosophila. A) Esquema que representa la
organizacion del SNP en los hemisegmentos abdominales de una larva de tercer instar. Se muestra la
nomenclatura de los grupos neuronales de acuerdo a su posicion sobre el eje dorsoventral. V ventral, V’
ventral’, | lateral, d dorsal. B) Descripcion a mayor detalle de la organizacion neuronal de cada
hemisegmento abdominal (cuadro rosa en A). Se observa la distribucion de las neuronas multidendriticas
(rombos rojos), los 6rganos sensoriales externos (circulos amarillos) y los drganos cordotonales
(trfangulos azules). Los nombres de cada neurona estdn dados de acuerdo al subtipo al que pertenecen
(da, es, ch) y a su posicidn en el eje dorsoventral (v, v’, I, d). En el caso de las neuronas multidendriticas
su nombre se toma de acuerdo al subgrupo al que pertencecen (da, bd, td). Imagenes tomadas de Grueber
et al., 2007 y http://www.normalesup.org/~vorgogoz/FIlyPNS/PNSorganization0.html

b. Division del subgrupo de las neuronas md-da

Las neuronas md-da se dividen, a su vez, en cuatro clases de acuerdo a la
morfologia de sus dendritas y al territorio abarcado por las mismas. Estas son: Clase I,
Clase II, Clase 111 y Clase IV.
Las neuronas de la clase | inervan a la region dorsal de los hemisegmentos larvales y a
una zona limitada en la regién ventral. Poseen una dendrita principal muy larga con
pocas ramificaciones dendriticas (Fig. 3A).
La clase Il comprende neuronas que inervan a la region méas ventral de cada
hemisegmento, asi como parte de la porcion lateral y dorsal. Su complejidad en cuanto a
ramificaciones dendriticas es similar a la clase | (Fig. 3B).
Las neuronas md-da de la clase Il son las més abundantes. Sus ramificaciones
dendriticas cubren aproximadamente el 70% de la superficie de cada hemisegmento y
tienen la particularidad de poseer dendritas con espinas dendriticas sobresalientes (Fig.
3C). Sus dendritas pueden compartir una misma &rea con las dendritas de otras clases

neuronal pero no sobrelapan con las arborizaciones de neuronas de la misma clase.
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Por altimo las neuronas que conforman la clase IV poseen un patrén de ramificacion
dendritica muy complejo, el cual abarca un area mayor del territorio con respecto al
resto de las clases (Fig. 3D) (Grueber et al. 2002).

Asi mismo, se ha descrito la posicidn de las neuronas pertenecientes a cada clase, dentro
del hemisegmento abdominal de la larva de tercer instar (Grueber et al., 2002).

Figura 3. Esquema del patron de
ramificacion de las dendritas en cada
A B C D clase de neuronas multidendriticas. A)

la complejidad dendritica de

neuronas de la clase I. B) Ejemplo de

neurona de la clase |Il.

Ramificaciones dendriticas de la clase
11 donde se pueden observar las
espinas dendriticas sobresalientes. D)
neurona de la clase IV que muestra la
mayor complejidad de arborizaciones
dendritica comparada con las tres

i lmEs LA L] clases anteriores.

c. Las neuronas nociceptoras en Drosophila melanogaster

Por las caracteristicas propias de las neuronas sensoriales del tipo Il presentes en
el sistema nervioso periférico de Drosophila, Tracey y colaboradores (2003) sugirieron
que este grupo de neuronas podria tener una funcidn nociceptora. Para corroborar su
hipotesis, éste grupo inactivo, especificamente, a las neuronas multidendriticas del tipo
md-da, utilizando el sistema UAS-GAL4 (ver materiales y métodos). Sus resultados
demostraron la relevancia de estas neuronas ya que la inactivacion de las neuronas
multidendriticas md-da ocasionaba la insensibilidad a estimulos térmicos nocivos en
larvas de mosca (Tracey et al., 2003).
Aln cuando las neuronas multidendriticas md-da se han asociado a procesos
nociceptivos, se ha visto que cada clase proyecta sus axones a distintas regiones del
sistema nervioso central. Esto sugiere la posibilidad que cada clase participe en
procesos sensoriales distintos, y por ende es probable que s6lo una de éstas clases sea la
responsable de la deteccion de estimulos nociceptores (Hwang et al., 2007; Grueber et
al., 2007).
En un estudio realizado por Hwang y colaboradores (2007) se demostr6 la naturaleza
nociceptora de las neuronas de la clase V. Observaron que la sola inactivacion de ésta
clase es suficiente para que la larva presente un fenotipo de insensibilidad a
temperaturas nocivas (Hwang et al., 2007), lo cual es consistente con su participacion en

nocicepcion.
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d. Elementos moleculares nociceptores homologos a humano en Drosophila

En la mosca, s6lo se han caracterizado tres canales catidnicos de la familia
DEG/ENaC, codificados por los genes pickpocketl, pickpocketll y pickpocket19. Se ha
sugerido que éstos canales se encuentran relacionados con los canales ASIC de
vertebrados. Sin embargo, en invertebrados, éstos canales se han encontrado asociados
principalmente a mecanosensacion y no a nocicepcién (Adams et al., 1998;
Kellenberger et al., 2002; Hwang y Oh, 2007).
Por otra parte, existen 13 representantes de la familia de canales iénicos del tipo TRP en
Drosophila, de los cuales s6lo 9 han sido caracterizados en detalle gracias a mutantes.
Estos canales participan  principalmente en  fototransduccién, audicion,
mecanosensacion, termotaxis y nocicepcion. Sin embargo, en Drosophila se ha asociado
s6lo a un canal TRP con mecanismos nociceptores. Este canal se ha denominado
painless (Tracey et al., 2003). Painless se expresa en neuronas md-da y participa en
mecanismos de transduccion de estimulos térmicos nocivos, en particular, a
temperaturas por encima de 45 ° C. Los organismos que presentan mutaciones en éste
canal no son capaces de responder ante el estimulo termonocivo. El ort6logo de painless
en vertebrados se denomina ANKTM1. ANKTML1 y painless pertenecen a la familia de
los TRPA, la cual tiene como caracteristica propia el poseer multiples repeticiones de
ankirina en su secuencia (Tobin y Bargmann, 2004; Tracey, et. al., 2003).
Existen otros canales i6nicos como los P2X (canales catiénicos activados por ATP) y
los SCN9YA (que son canales de sodio dependientes de voltaje) que se han asociado a
procesos nociceptivos en vertebrados. Sin embargo, para P2X no se ha encontrado un
homologo en Drosophila. Por otro lado, el homoélogo de SCN9A en la mosca,
denominado NaCP60E, no ha sido caracterizado fisiol6gicamente aun (Cox et al., 2006;
Hwang y Oh, 2007; Khakh, 2001).
Lo anterior corrobora que el mecanismo de nocicepcion, asi como sus elementos
participantes no se conocen en su totalidad en Drosophila. Caracterizar el mecanismo y
los elementos participantes en la nocicepcién de la mosca puede permitir entender como
ocurre éste proceso en organismos superiores. Con base en lo anterior, el presente
trabajo propone identificar genes que participen en la deteccion, transmision y/o

transduccion de un estimulo potencialmente nocivo en Drosophila melanogaster.
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2. Antecedentes

A pesar de la importancia fisioldgica de la nocicepcion, existe solo un reporte
sobre la identificacion de genes involucrados en nocicepcion en Drosophila. Este
trabajo fue documentado por el grupo de Tracey y colaboradores (2003). Ellos
realizaron un analisis genético para identificar mutaciones que generaran un fenotipo de
insensibilidad a temperaturas nocivas. El analisis consistié en crear diferentes lineas
homacigas para inserciones de elementos transponibles insertados aleatoriamente en el
genoma de la mosca. Estas inserciones pueden ocasionar la pérdida de funcién de un
gen, o bien, pueden insertarse en regiones intergénicas y no producir fenotipo alguno.
Con esta estrategia, este grupo obtuvo 1500 lineas homdcigas que analizaron con el
siguiente protocolo: para descartar que la insercion produjera un defecto mecansensorial
que impidiera identificar un nocicepcién defectuosa, Tracey y colaboradores tomaron
larvas de tercer instar para cada genotipo y las tocaron ligeramente en la probocis con
una pestafia unida a una aguja de diseccién. Si las larvas respondian, eran consideradas
para sus estudios posteriores. Acto seguido, ensayaban la respuesta de estas lineas a un
estimulo térmico nocivo. Para esta prueba las larvas eran tocadas en la region abdominal
con un cautin calibrado a 46° C. Si la larva respondia al estimulo en un tiempo menor a
3 segundos era considerada sensible y dicha linea era descartada. Si, por el contrario, la
larva tardaba mas de 3 segundos para responder al cautin era considerada insensible. De
esta manera, siguiendo el protocolo anterior, el grupo encontr6 49 lineas que mostraron
una sensibilidad reducida al estimulo termonocivo. Una de éstas lineas presentd una
mayor insensibilidad a temperaturas nocivas y fue caracterizada por el grupo,
identificando asi a painless, el Gnico canal i6nico en Drosophila asociado a nocicepcion
(Tracey et al., 2003).
La aproximacién del grupo de Tracey y colaboradores (2003) para localizar genes que
participan en el proceso de nocicepcién ha sido por mucho tiempo la forma tradicional
de abordar este problema. El andlisis parte de la generacion de mutantes en las cuales un
gen se ve afectado y su funcion disminuida o eliminada. Posteriormente se analiza ésta
mutante para un fenotipo deseado, se determina el sitio de mutacion y se caracteriza el
gen identificado. Con esta estrategia, s6lo es posible identificar genes en los cuales una
mutacién de pérdida de funcién no sea letal en su estado homdcigo y cuyo fenotipo sea
dominante para un proceso. No es posible estudiar mutaciones en genes que participen
en diversos procesos, por que presentaria fenotipos pleiotrépicos, aun cuando éste gen
participe en la nocicepcion.
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El presente trabajo pretende realizar un andlisis genético de mayor sensibilidad que un
tamizaje genético tradicional, al valerse de una técnica genética propia de Drosophila
como lo es el sistema UAS-GALA4. Esta aproximacion presenta la ventaja de permitir el
estudio del efecto de mutaciones que en su estado homdcigo serian letales. Asi mismo,
ofrece la posibilidad de identificar, durante el tamizaje, proteinas propias de una cascada
de sefializacion, que participan en procesos generales y asociarlas a nocicepcion. Por
altimo, el disefio experimental permitira la identificacion rapida y especifica de sélo
aquellas mutantes que se estén expresando en elementos nociceptores.

Las ventajas presentadas anteriormente aunadas a que sélo existe un reporte previo de
andlisis genético en busca de elementos nociceptores en Drosophila, resaltan la
importancia del presente trabajo.
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Hipotesis

La inactivacion de subgrupos de neuronas que participen en la deteccion,
transmision y/o transduccion de un estimulo potencialmente nocivo en lineas de mosca
con elementos transponibles insertados en genes que se expresan en éstas, nos permitira

identificar nuevos genes involucrados en este proceso fisioldgico.

Objetivo General

Realizar un tamizaje de lineas de moscas, con elementos transponibles
insertados aleatoriamente, para identificar a aquellas que presenten un fenotipo de
insensibilidad a temperaturas nocivas. Caracterizar celular, molecular y genéticamente

al menos una de las lineas identificadas.

Objetivos Particulares

* A partir de diversas lineas de moscas que poseen inserciones aleatorias de
elementos P en diferentes sitios del genoma, generadas por “enhancer trap”,
dirigir la expresion de la cadena ligera de la toxina de tétanos para identificar las
lineas que dirigen la expresion a neuronas involucradas en la percepcion y

transduccion del dolor.

* Detectar aquellas lineas cuya expresion dirigida produzca un fenotipo de

insensibilidad a temperaturas nocivas.

* Determinar si el sitio de insercion del elemento P se expresa en elementos

nociceptores conocidos.

e Caracterizar molecularmente el sitio de insercion del elemento P en dichas

lineas.
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3. Material y Método

3.1. Sistema UAS-GALA4 en Drosophila melanogaster

Este sistema fue propuesto en 1993 por Brand y Perrimon. Posee dos
componentes, uno de ellos es la proteina GAL4, que es el activador del oper6n de
galactosa en Saccharomyces cervisiae, y no presenta homologos en Drosophila. El
segundo componente son las secuencias UAS (upstream activating sequence, por sus
siglas en inglés) a las cuales se une GAL4 para activar la transcripcion de los genes que
se encuentren rio abajo de éstas secuencias.
El sistema consiste en hacer lineas de moscas que posean construcciones que contengan
el gen GAL4 (Fig. 4A) unido a una secuencia que dirige la expresion en un patrén
determinado y por otro lado, lineas que incluyan a un gen efector, como podria ser la
proteina verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) rio abajo de la region UAS.
Estos dos elementos se unen al hacer una cruza entre ambas lineas descritas
anteriormente (Fig.4B). Como los genes rio abajo de UAS no se pueden expresar en
ausencia de GAL4, s6lo la progenie que haya heredado ambos elementos expresara el
gen efector en el patron definido por GAL4 (Brand y Perrimon, 1993; Duffy, 2002).

A B

Prom-GAL4
UAS- gen efector i

¥
_i
g <8

promotor

:

Figura 4. Esquema del sistema GAL4-UAS. A) Moscas transgénicas que contienen el gen GAL4 unido a
un promotor enddgeno de la mosca. Dicho promotor dirige la expresion de GAL4 en el patron espacio
temporal del gen enddgeno. Por otro lado se encuentran aquellas moscas que poseen la secuencia de
reconocimiento UAS unida al gen de interés (GFP). B) El sistema requiere de una cruza entre ambas
lineas presentadas en A. Se obtienen diversos genotipos en la progenie, pero aquellas que posean tanto el
elemento GAL4 como las secuencias UAS expresaran el gen de interés en el patrdn espacio-temporal
definido por el gen enddgeno (tomado de Duffy, 2002).
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3.2. Sistema “Enhancer Trap”

Cooley y colaboradores (1988) propusieron un sistema que permite crear
mutaciones aleatorias mediante el uso de transposones caracteristicos de Drosophila
denominados, elementos P. Actualmente es posible generar, mediante técnicas
moleculares, elementos P que contengan al activador transcripcional GALA4. Estos
elementos P-GAL4 se utilizan posteriormente para generar lineas transgénicas mediante
el sistema “enhancer trap” . La ventaja de ésta variante es la posibilidad de utilizar el
sistema UAS-GALA4 descrito anteriormente y de ésta manera dirigir la expresion de un
gen efector, en el patron espacio-temporal del gen enddgeno en el cual se inserto el
elemento P.

El sistema de “enhancer trap” utiliza una linea de moscas transgénicas que poseen un
elemento P inactivo, el cual es un transposon que ha perdido la capacidad de producir la
enzima transposasa. Asi mismo, utiliza otra linea de moscas transgénicas que lleva un
elemento P capaz de producir transposasa, pero no puede transponerse ya que carece de
las secuencias de reconocimiento para la transposasa. El evento de transposicion se
promueve mediante la cruza de ambas lineas (Fig. 5)

De la progenie obtenida se toman aquellos machos que presenten disgénesis hibrida
(esterilidad, recombinacién y mutaciones generadas por transposones) cuyos sindromes
indican que hubo un evento de transposicion, y por tanto poseen una insercion del

elemento P que afecta a un gen enddgeno al azar (Cooley et al., 1988).
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Figura 5. Esquema del sistema “Enhancer Trap”. Hembras que poseen un elemento P inactivo se cruzan
con machos que presentan un elemento P capaz de producir transposasa. De la progenie obtenida se
toman aquellos machos que presentan disgénesis hibrida y se cruzan con hembras silvestres de o0jos
blancos. De la progenie de ésta cruza se toman aquellos machos que presentan 0jos rojos para asegurar
que el evento de transposicion sea en un cromosoma distinto al X (modificado de Cooley et al., 1988).



21

3.3. Inactivacion de neuronas por la cadena ligera de la toxina de tétanos.

Un gen efector que se utilizara en el presente trabajo consiste en la cadena ligera
de la toxina de tétanos. La expresion dirigida de éste gen efector no posee un efecto en
el desarrollo del sistema nervioso de Drosophila, sin embargo, elimina la mayoria de las
transmisiones sindpticas. El efecto de la inhibicion de las transmisiones sinapticas se
observa a nivel de comportamiento, ya que las neuronas no son capaces de emitir su
sefial y el organismo no puede generar la respuesta adecuada ante un estimulo (Sweeney
et al., 1995).

La toxina de tétanos esta formada por dos cadenas: la cadena pesada, que dirige la
toxina a sus neuronas blanco y la cadena ligera, que posee actividad catalitica. La
cadena ligera rompe proteoliticamente a la sinaptobrevina, proteina de la familia de las
v-SNARESs. La sinaptobrevina participa directamente en el proceso de exocitosis y
liberacion del neurotransmisor en la membrana pre-sinaptica de una neurona (Sweeney
et al., 1995).

Durante la exocitosis participan proteinas receptoras especificas tanto en la vesicula (v-
SNARES) como en la membrana plasmatica (t-SNARESs). Una vez recibida la sefal, las
vesiculas se unen a la membrana celular a través del reconocimiento de t-SNARES por
las v-SNAREs. Una vez unidas las SNAREs, formando un complejo, la vesicula se
puede fusionar con la membrana y asi liberar al neurotransmisor (Alberts et al., 2002).
En ausencia de sinaptobrevina, la vesicula no es capaz de reconocer a la membrana para

fusionarse y de ésta manera no se libera el neurotransmisor (Sweeney et al., 1995).

3.4. Analisis para detectar el fenotipo de insensibilidad a temperaturas nocivas.

Las técnicas descritas anteriormente fueron aplicadas en el andlisis genético
propuesto en éste trabajo para identificar nuevos genes involucrados en nocicepcion.
Para el analisis se contaba con 124 lineas de moscas que poseen inserciones aleatorias
del elemento P generadas por el sistema “Enhancer trap” (Tsubota y Huong, 1991).
Dichas lineas fueron producidas por el M.C. Carlos Francisco Aguilar y forman parte de
la coleccion de lineas de Drosophila con las que cuenta el laboratorio. El elemento P en
éstas lineas lleva el gen de la proteina reguladora GAL4, que permiti6 la utilizacion del
sistema UAS-GAL4 (Brand y Perimon, 1993). En éstas lineas se dirigio la expresion de
la cadena ligera de la toxina de tétanos y posteriormente se analizaron para un fenotipo

de insensibilidad.
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Para dirigir la expresion de la cadena ligera de la toxina de tétanos utilizando el sistema
UAS-GALA4, se cruzaron machos provenientes de lineas con inserciones de elementos P
con aproximadamente 6 hembras virgenes portadoras del sistema UAS-TETXLC .

Las cruzas se realizaron de acuerdo al siguiente esquema (Fig. 6):

w' ; EP(+) ; EP(+) d X 9 w" ; UAS-TeTxLC ; +

y Cyo Ubx w"  UAS-TeTxLC +

!

w' o EP(+) ;. EP(#)

F1

P Poblacién experimental
w'(y) UAS-TeTxLC +

+

w' ; Cyo ; +

w*(y) UAS-TeTXLC  Ubx (+)

Figura 6. Esquema de las cruzas realizadas para obtener la poblacion experimental en el tamizaje. Se
toma un macho que contiene el elemento P insertado aleatoriamente y se cruza con hembras virgenes que
poseen el gen de la cadena ligera de la toxina de tétanos (TetxLC). Se muestran el cromosoma sexual, asi
como los cromosomas 2 y 3 que pudieran presentar un elemento transposonible. w* (0jo rojo); y
(cromosoma sexual en machos); EP (elemento P); + (alelo silvestre); Cyo/ Ubx (cromosomas balancers);
TeTxLC (cadena ligera de la toxina de tétanos).

Las cruzas se mantuvieron por aproximadamente 6 dias a 25 °C hasta que la mayor
parte de la progenie alcanzé el estadio de larva del tercer instar. Estas larvas se
colectaron para realizar las pruebas de respuesta ante estimulos termonocivos. Dichas
pruebas consistieron en utilizar un cautin eléctrico con punta de cobre de
aproximadamente 0.6 mm de diametro acoplado a un regulador de voltaje, una
resistencia en serie, asi como a un termometro. Este cautin se calibré a una temperatura
entre 45 y 46 °C, temperatura nociva determinada por el grupo de Tracey (2003).

Al vial, que contiene las larvas, se le adicion6 2 ml de agua destilada estéril para
colectar a las larvas, las cuales fueron colocadas en un vidrio de reloj para realizar las
pruebas. Cada larva se seleccion6 individualmente, procurando que tuviera un minimo
de agua y se le coloco el cautin en la seccion abdominal por un rango de 3 segundos a
20 segundos, dependiendo de la respuesta observada. Las larvas silvestres reaccionaron
inmediatamente a ésta sefial nociva contorsionandose y alejandose rapidamente del
cautin; sin embargo, aquellas larvas consideradas como insensibles presentaron un

retraso de mas de 3 segundos en su respuesta, 0 bien, no reaccionaron al contacto con el
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cautin durante el lapso de tiempo que durd el experimento (Fig. 7). Las larvas
insensibles se conservaron en viales para observar si presentaban defectos en etapas
posteriores. Como controles experimentales se utilizé un toque ligero en la nariz de la

larva y se observd que la larva no presentara defectos locomotores.

UAS-TeTxLC GAL4-insercién Figura 7. Esquema del sistema de prueba
A ol para  detectar el fenotipo de
rege X 8O insensibilidad. Hembras que poseen la
toxina de tétanos rio abajo de la
l secuencia UAS se cruzaron con machos
Aplicar cautin a 45°C. o que poseen GAL4 unida al gen que
—— P posee la insercion del elemento P. Se
toman larvas del 3* instar y se les aplica
/ \ el estimulo que consiste en un cautin a
45 °C en la regién abdominal. Si la larva
ST reacciona inmediatamente al estimulo es
pa— S considerada sensible, si presenta una
' Larvas que no responden al reacciéon tardia, o no responde se
/ estimulo o cuya respuestaes  consjdera para estudios posteriores.
tardia son consideradas
g para estudios posteriores

Larvas sensibles

Se procur6 tener una poblacion mayor a 100 larvas probadas para cada linea analizada.
Aquellas lineas cuyo porcentaje de insensibilidad era menor al 20% fueron descartadas.
El porcentaje anterior se considerd por la probabilidad de segregacion de alelos, la cual
nos indica que el 50% de la progenie obtenida de la cruza heredara los dos elementos
requeridos para poder observar el efecto de la cadena ligera de la toxina de tétanos.
Aquellas lineas que se consideraron insensibles, se caracterizaron tanto genética como

molecularmente y se describi6 el patron de expresion observado.

3.5. Caracterizacion genética de las lineas insensibles

Para determinar la localizacion cromosémica de la insercién, se tomaron machos
de aquellas lineas en las que se present6 un fenotipo de insensibilidad, y se cruzaron
con hembras virgenes “Double Balancer”. Estas moscas transgénicas poseen
marcadores fenotipicos en cada cromosoma e inversiones multiples lo cual no permite
recombinacion entre alelos. En la Tabla | se muestran los marcadores fenotipicos en
cada cromosoma balanceador de las moscas “doble balancer”.
La progenie obtenida de la cruza anterior se observd con ayuda de un microscopio
estereoscopico para detectar pérdida de algin marcador fenotipico, lo cual nos indicaba

en que cromosoma se presenta la insercion.
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Tabla I. Muestra los fenotipos asociados a marcadores en moscas doble balancer. EI cromosoma 4 carece
de marcadores puesto que no presenta eventos de recombinacion.

Cromosoma Marcador(es) Fenotipo
X White Ojos color blanco
sp: quetas supernumerarias
2 sp/cyo por debajo de las alas.

cyo: alas curveadas.

tm2: alterio transformado
3 tm2/mkrs en ala.
mKrs: quetas cortas.

3.6. Caracterizacion del patrén de expresion del sitio de insercion del elemento P

a. Expresioén dirigida de GFP

Sélo en aquellas lineas que presentaron un fenotipo de insensibilidad se utiliz6 el
sistema UAS-GAL4 mencionado anteriormente para dirigir la expresion de GFP (Green
Flourescent Protein, por sus siglas en inglés) para describir el patron de expresion de la
region gendmica interrumpida por el elemento P.
Se realizaron nuevamente cruzas entre machos de aquellas lineas insensibles con
aproximadamente 6 hembras virgenes UAS-GFP.

Las cruzas se realizaron de acuerdo al siguiente esquema (Fig. 8):

w' ; EP(+) ; EP() g X 9 w' ; + ; UAS-GFP

y Cyo Ubx w* + ; UAS-GFP
F1
w'; EP(+ ; EP(+ B )
) ®) P Poblacién experimental
w (y) + UAS-GFP
w" ;  Cyo : +
w (y) + UAS-GFP

Figura 8. Esquema de las cruzas realizadas para obtener la poblacion experimental y observar el patrén de
expresion. Se toma un macho que contiene el elemento P insertado aleatoriamente y se cruza con hembras
virgenes que poseen el gen de la proteina verde flourescente (GFP). Se muestran el cromosoma sexual,
asi como los cromosomas 2 y 3 que pudieran presentar un elemento transposonible. w* (0jo rojo); y
(cromosoma sexual en machos); EP (elemento P); + (alelo silvestre); Cyo/ Ubx (cromosomas balancers);
GFP (Proteina verde flourescente).
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Por seis dias permanecieron las cruzas a 25 °C para obtener larvas del tercer instar.
Dichas larvas fueron seleccionadas aleatoriamente y de manera individual se colocaron
en pozos de diseccion con suficiente agua para eliminar alimento o cualquier otro
desecho que pueda interferir con el experimento.

Se hicieron disecciones tanto de sistema nervioso central y periférico en amortiguador
PBS (anexo) para asegurar que el tejido se mantuviera en condiciones salinas similares
a las bioldgicas y preservar asi su morfologia.

Los cerebros de las larvas de tercer instar fueron obtenidos con el mayor nimero posible
de discos imagales y fijados en paraformaldehido al 4% disuelto en amortiguador de
fosfatos (ver anexo).

Después de una serie de lavados en éste mismo amortiguador se montaron las
disecciones en citifluor (Ted Pella, no. catdlogo 19470) para preservar la fluorescencia.
Para las disecciones del sistema nervioso periférico, las larvas fueron colocadas sobre
placas con sylgard y fijadas con agujas de wolframio. Con ayuda de micro-tijeras de
diseccion se abrieron por la region dorsal, se retiraron los érganos y se procur6 dejar el
cerebro y nervios intactos. Estas larvas fileteadas y clavadas sobre el sylgard fueron
fijadas y tratadas de la misma manera que los cerebros.

Las muestras se visualizaron con ayuda de microscopia de fluorescencia y microscopia

confocal (Fig. 9)

UAS-GFP =3 > o> < GALd-insercion

Obtencion de P ‘
larvas del tercer —_—
instar l
Diseccién de

sistema nervioso

foM
]ﬁ e«“
central y ‘ p.-.|
periférico s 200

Visualizacion con
microscopia confocal
y de fluorescencia.

Figura 9. Esquema que representa la metodologia a seguir para describir el patron de expresion del sitio
de insercidn del elemento P. A partir de una cruza de moscas transgénicas, hembras que contienen GFP
rio debajo de UAS y machos que poseen la insercién de interés, se obtienen larvas del tercer instar, se
realizan disecciones del sistema nervioso central y periférico. Las disecciones se observan con ayuda de
microscopia confocal y de fluorescencia.
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b. Inmunocitoquimica

Para determinar la naturaleza celular del patron observado por la expresion
dirigida de GFP se realizaron disecciones de larvas del tercer instar producto del
esquema de cruzas definido anteriormente para tefiir con anticuerpos especificos para
subtipos neuronales (Tabla II).
Larvas del tercer instar fueron clavadas sobre placas de sylgard, disectadas en PBS y
fijadas por 20 minutos en paraformaldehido al 2% saturado con heptano. Se lavaron con
amortiguador de fosfatos y posteriormente con TNT (anexo), se retiraron de las placas
de sylgard y se colocaron en TNT + 4% suero de chivo por 4 horas, segln el protocolo
de bloqueo. Pasado el tiempo de bloqueo los filetes de larvas fueron transferidos a una
caja de 24 pozos (Costar, No. catadlogo 3473) para incubar con el anticuerpo primario.
Las concentraciones utilizadas para los diferentes anticuerpos primarios se encuentran
en la tabla Il.
El anticuerpo primario fue colocado en la concentracién adecuada en la solucion de
TNT+suero de chivo e incubado toda la noche a 4 ° C en agitacion.
Al dia siguiente los filetes fueron lavados en TNT por intervalos de 15 minutos durante
una hora y media. Posteriormente se coloco el anticuerpo secundario, para éste trabajo
se utilizaron los anticuerpos secundarios Cy3 de rata o raton de Jackson Laboratories en
diluciones de 1:200 y 1:500 respectivamente. Se incubaron durante 3 horas en agitacion,
a temperatura ambiente; al término de las cuales nuevamente se lavaron los filetes en
TNT por una hora y media.
Los filetes fueron montados en citiflour y visualizados con ayuda de microscopia de

fluorescencia y microscopia confocal.

TABLA 11. Nombre del anticuerpo, subtipo neuronal detectado, diluciones utilizadas y autor.
NOTA: Todos los anticuerpos fueron obtenidos del Banco de Hibridoma de la Universidad de lowa.

Subtipo neuronal
Nombre detectado Dilucion Autor

Marcador de neuronas

* Anti- ELAV diferenciadas 1:100 Rubin, G.M.
Marcador de axones,

22c10 dendritas y neuronas del
PNS 1:500 Benzer, S.
BP 104 (axones Marcador de axones 1:500 Goodman, C.
comisurales) comisurales
BP 102 (axones) Marcador de axones 1:500 Goodman, C.

* Solo el anticuerpo contra ELAV fue producido en rata, el resto de los anticuerpos fueron generados con
ratones inmunizados.
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3.7. Caracterizacion molecular

El sitio de insercion del elemento P se determina utilizando la técnica conocida
como PCR inverso (Fig. 10). Esta variante de PCR (Polimerase Chain Reaction, por sus
siglas en inglés) nos permite, con solo poseer oligonucledtidos para una secuencia
conocida, en éste caso las invertidas repetidas del transposon, amplificar un fragmento
del genoma que flanquea a éste elemento P (Sullivan et al., 2000).

Linea _ s

insensible
Figura 10. Esquema del PCR inverso. Esta
variante de PCR se utiliza para amplificar
s - - ST regiones que flanquean una secuencia conocida,
consiste en extraer ADN gendmico a partir de la
lDigestic’)n linea que se pretende identificar, digerirlo con
enzimas de restriccion, ligar los fragmentos
[ Sh obtenidos para generar un ADN circular, el cual
funciona como templete en una reaccion de PCR.

lLigacién

\ Extracciéon de ADN

Se utilizan oligonucleétidos disefiados contra las

invertidas repetidas del transposén. El fragmento

obtenido del PCR puede entonces ser
PCR secuenciado.

inverso

l Secuenciacion
Para ello, se realiz6 una extraccion de ADN a partir de moscas adultas provenientes de
aquellas lineas que resultaron ser insensibles en el tamizado descrito en el apartado
anterior. El protocolo que se siguid consistio en una modificacion de la extraccion
Fenol-Cloroformo utilizado cominmente en laboratorios de biologia molecular.
Se colocaron aproximadamente 500 ul de moscas adultas en un homogenizador, se
homogenizaron dichas moscas en una soluciéon de homogenizacion (ver anexo), el
homogenizado se filtro para eliminar cuticula y otros desechos. El liquido restante se
centrifugd a maxima velocidad por un minuto y se descartd el sobrenadante.
La pastilla obtenida se resuspendi6é en solucién de homogenizacion y se adiciond la
soluciéon de lisis (ver anexo) para romper los nucleos y liberar al ADN. Se
desnaturalizaron y eliminaron las proteinas de la solucion con lavados de Fenol-
Cloroformo. EI ADN se precipit6 con etanol y una solucién de acetato de sodio, P3 (ver
anexo). Una vez obtenido el ADN se verificd su calidad en un gel de agarosa y se

cuantific6 por espectrofotometria.
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Posteriormente el ADN se digirié con enzimas de restriccion. De acuerdo a la secuencia
del elemento P, se utilizaron dos enzimas que poseian sitios de cortes cercanos tanto a la
invertida repetida localizada en el extremo 5 del transposon, asi como dos enzimas con
sitios cercanos a la invertida repetida en el extremo 3" (Tabla Ill). Las reacciones de
digestion se hicieron por separado para cada enzima y para ello se tomaron
aproximadamente 5ug de ADN por cada 10 unidades de enzima. Las reacciones se

dejaron toda la noche a 37 ° C.

Tabla Ill. Lista de enzimas de restriccidn utilizadas, su secuencia de reconocimiento y para que extremo
del elemento P fueron utilizadas.

Enzima Sitio de corte Extremo

Bam HI G|G°AT*C°C 37

Hind 11 *A|°AG*CTT 57
Msp | *C|JCGG 37
Pst | *CTGC°A|G 57

Una vez verificada la digestion, por medio de electroforesis en gel de agarosa, se
purificé el ADN digerido, nuevamente por Fenol-Cloroformo y para ser mas eficiente la
precipitacion, se utilizé glicogeno. Este ADN se lig6 utilizando T4 ligasa (BioLabs, no.
Cat. MO202S). Los volumenes para la reaccion de ligacion fueron entre 400 y 500 ul,
esto para asegurar que s6lo se ligaran sobre si mismo cada fragmento generado en la
digestion. Las reacciones se dejaron toda la noche a 4 ° C. Posteriormente el ADN
ligado fue precipitado con Isopropanol y P3. Cuantifiqué cada ligacion por
espectrofotometria.

Para las reacciones de PCR inverso, se utilizaron los oligonucleétidos presentados en la

Tabla IV y el programa utilizado en el termociclador fue el siguiente:

Desnaturalizacion inicial 94°C 3 minutos
Desnaturalizacion en ciclo 94°C 30 segundos

o o~ (0 . 35 ciclos
Alineacion 55°C (°TM) 1 minuto
Extension 68°C 2 minutos
Extension final 72°C 10 minutos

4°C infinito (opcional)
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Tabla IV. Oligonucledtidoss utilizados para amplificar el sitio de insercion del elemento P.

Oligonucledtidos

Secuencia TM

Forward region 3 5 CAATCATATCGCTGTCTCACTCA 3 65°

Reverse region 3

5" CCTTAG CAT GTCCGT GGG GTT TGA AT 3 | 69°

Forward region 5

5" CCCGTCGAT AGCCGAAGCTAGC & 71°

Reverse region 5 5 CACAACCTTTCCTCT CAACAA 3 63°

Como reaccion estandar de PCR Inverso se utilizaron las concentraciones indicadas en
la tabla V

TABLA V. Concentraciones finales de cada reactivo en la reaccion de PCR utilizado. El volumen se

ajusto segun las necesidades.

Reactivo Concentracion final en el tubo
Amortiguador de PCR (10 X) 1X
Oligonucledtido FWD 200 pM
Oligonucledtido REV 200 pM
dNTP’s 200 uM (cada uno)
ADN Aprox. 100 ng

Para verificar si la linea portaba el elemento P, disefiamos oligonucleétidos para
amplificar un fragmento, de aproximadamente 560 pares de bases, del gen GALA4. Estos
oligonucle6tidos nos permitieron corroborar que era posible amplificar un producto a
partir del producto de ligacion. En la tabla VI se muestran los oligonucleétidos

disefiados para amplificar GAL4.

TABLA V1. Oligonucledtidos utilizados para amplificar un fragmento de GAL4 en el elemento P.

Oligonucledtido Secuencia °TM

Forward GAL4 5’ CGT CACAGATAGATT GGCTTCAGT GG & 69°

Reverse GAL4 5" GCGTCG GTG AGT GCACGATAGGGC ¥ 73°

Una vez obtenido el producto a partir del PCR inverso, se purificd el producto, con el
Montage ® PCR cleanup kit (Millipore, No. catdlogo UFC7PCR50) o con QIAEX Il ®
(QIAGEN, No. catadlogo 20051) siguiendo los protocolos sugeridos por los fabricantes.
El producto puro fue secuenciado, utilizando los oligonucle6tidos mostrados en la tabla
VII, en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM. Una vez obtenida la secuencia, se realiz6 un BLAST en la base de datos del

genoma de Drosophila melanogaster (http://flybase.bio.indiana.edu), para establecer

con precision el sitio de insercion del elemento P.
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TABLA VII. Oligonucleétidos utilizados para secuenciar el fragmento obtenido a partir del PCR inverso.

Oligonucledtido Secuencia °TM
Forward region 3 5" GAC ACT CAG AATACTATTC 3 59°
Reverse region 3 5 CGT GGG GTTTGAATT AACTC 3 63°
Forward region 5 5" GCACGTTTGCTT GTT GAG AGG AAAGG 3" | 69°
Reverse region 5 5 CGGTAAGCT AGCTTCGGC TATCG 3 69°

3.8. Estrategia para determinar el sitio de insercién del elemento P en la linea L 6.3
El sitio de insercion del elemento P en la linea L 6.3 se determiné primeramente
por PCR inverso y se corrobor6 por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés).
Para el PCR se realiz6 un disefio de oligonucle6tidos (Tabla 1X) que siguio la estrategia
presentada en la figura 11 para discernir entre tres posibles genes por medio de
combinatorias de oligonucledtidos y tamafios de productos esperados en cada caso
(Tabla VII1).
Las combinatorias consistieron en oligonucledtidos especificos para cada gen con un
oligonucleotido general que permitieron amplificar un fragmento del gen en caso de no
presentar el elemento P. Por otro lado, se utilizé un oligonucledtido especifico del
elemento P en combinacion con el oligonucledtido especifico de cada gen que amplifico
un producto cuando dicho gen presentaba el transposon.

« > 2«

Figura 11. Esquema que representa la combinatoria de oligonucle6tidos utilizada para determinar el sitio
de insercion del elemento P en la linea L6.3. Los nimeros indican los posibles fragmentos que se pueden
obtener en cada combinatoria de acuerdo a la existencia 0 no del transposén en dicho gen. Las
combinatorias se encuentran descritas en la tabla VIII. Las flechas indican la direccion (forward/reverse)
del oligonucleétido.
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Tabla VIII. Combinatorias, tamafios de producto esperado si hay o no elemento P presente en dicho gen.

Tamafio del
Combinatoria producto (pb) Observaciones
No permite discernir en que gen
1 Tehl forward/ Reverse region 5’ 147 se encuentra el EP
Producto presente sélo si el EP
2 Tehl reverse/ Forward region 3’ 1474 se encuentra en Tehl
Producto presente si EP no esta
3 Tehl forward/ Tehl reverse 1386 en Tehl
Producto presente si el EP se
4 Twin reverse/ Reverse region 5’ 625 encuentra en Twin o Ac78c.
Producto presente sélo si el Ep
5 Twin forward/ Forward region 3’ 1173 se encuentra en Twin
Producto presente si el EP no
6 Twin forward/ Twin reverse 1615 esta en Twin
Producto presente si el EP se
7 Ac78c reverse/ Reverse region 5’ 619 encuentra en Twin o Ac78c.
Producto presente si el EP se
8 Ac78c forward/ Forward region 3’ 1081 encuentra en Ac78c
Producto presente si el EP no se
9 Ac78c forward/ Ac78c reverse 1517 encuentra en Ac78c

Tabla IX Secuencias y nombre de oligonucledtidos disefiados.

Nombre Secuencia (5’-3) o°TM
Teh1 forward (general) * 5 GCTTTCGTCCTCGCTTTCGTTC 3’ 68°
Teh1 reverse (especifico) * 5" CCT GAG CAC ACACACACACACAC & 69°
Twin forward (especifico) 5" GTAGTA GGT CAC ACAAATGCGAC 3 66°
Twin reverse (general) 5" GCAACTGTTTCAACTTCACC & 63°
Ac78c forward (especifico) 5 GTTTGCCTT CGG TGC TGC TAC 3 68°
Ac78c reverse (general) 5" GTT TCA ACT TCA CCT AAGGCTGC 3 66°

* general: alinea con los tres genes. Especifico: solo alinea con dicho gen.
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4. Resultados
4.1. Tamizado para detectar fenotipo de insensibilidad a temperaturas nocivas.
Tomé 38 lineas al azar (Tabla X) de la coleccion de 124 lineas de moscas
“enchancer trap” para dirigir la expresion de la cadena ligera de la toxina de tétanos y
las analicé para el fenotipo de insensibilidad al estimulo termonocivo de acuerdo a lo
planteado en material y método.

Tabla X. Porcentajes de larvas que resultaron insensibles o con respuesta tardia en el “screening” o
tamizado del fenotipo insensible al cruzar con la linea UAS-TeTcLC.

Linea Total de larvas probadas % Larvas Insensibles % Larvas Sensibles
TeTxLc 119 2.52 97.47
L6.3 320 48.75 53.75
L trece 305 37.04 62.95
Ln 268 21.26 78.73
L 95 233 21.88 78.11
L111a* 231 16.45 83.54
L 93 201 42.28 57.711
L chitiri 145 28.27 71.72
CM8 141 68.08 31.91
L doce 133 27.06 72.93
L12.... 121 22.31 77.68
L3 105 4.761 95.23
L nbhg 96 18.75 81.25
L4 94 0 100
L19 77 10.38 89.61
CM3 75 5.33 94.66
L 92 75 0 100
L ngm 74 12.16 87.83
L diesiati 65 13.84 86.15
L 103 a* 64 4.68 95.31
L nm 63 12.69 87.30
L5 41 17.07 82.92
L 86* 40 7.5 92.5
L 24 37 2.70 97.29
L nd 37 2.70 97.29
CM 4 35 0 100
L7 32 15.62 84.37
L 82 20 0 100
L mp 15 0 100
L91 15 0 100
CMm2 14 0 100
L 90 7 0 100
L8 6 0 100
L nog 0 Letal Letal
L123 0 Letal Letal
CM5 0 Letal Letal
L ncj 0 Letal Letal
CM7 0 Letal Letal
L 118 0 Letal Letal
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Encontré 4 lineas en las que aproximadamente el 50% de las larvas probadas
presentaron un fenotipo de no respuesta o respuesta tardia al estimulo termonocivo
(Tabla XI, Fig. 12).

Tabla XI. Porcentajes de larvas que presentaron insensibilidad o respuesta tardia al estimulo nocivo en
aquellas lineas consideradas como insensibles.

Linea |% Larvas Insensibles| % Larvas Sensibles | Total (larvas probadas)

L 6.3 53.25 46.76 320
L 93 42.28 57.71 201
CM 8 68.08 31.91 141
L trece 37.049 62.95 305
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El porcentaje de larvas que no responden al estimulo, en el resto de las lineas probadas,
fue menor al 30% (Fig. 13), por lo que fueron descartadas. Durante el tamizado se
identificaron seis lineas de mosca en las cuales no se observo progenie de la cruza con
la cadena ligera de la toxina de tétanos. Como control, en todos los experimentos, se
probaron larvas del tercer instar de moscas UAS-TeTxLC, las cuales si respondieron al

estimulo termonocivo en un tiempo menor a 3 segundos.
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4.2. Caracterizacién genética de las lineas consideradas insensibles

La cruza con moscas “double balancer” cumple dos funciones, determinar el
cromosoma en el cual se insertd el elemento P, pero asi mismo permite fundar familias
en las cuales el elemento P no pueda perderse por recombinaciones.
Las cuatro lineas de moscas identificadas como insensibles en el tamizado anterior,
fueron cruzadas con éstas moscas transgénicas. La tabla XII muestra el cromosoma en
el cual se insert6 el elemento P en cada una de las lineas insensibles encontradas en éste
trabajo. Se fundaron familias balanceadas para las lineas L 6.3, L 93 y CM8 utilizando

éstas mismas moscas “double balancer”.

Tabla XII. Indica el nombre de la linea de mosca y el cromosoma en el que se insert6 el elemento P

Cromosoma que presenta la
Linea insercion
L 6.3 3
L 93 2
CM8 3
L trece X

4.3. Caracterizacion del patrén de expresion del sitio de insercion del elemento P
El patrén de expresion del sitio de insercion del elemento P en las cuatro lineas
insensibles encontradas en éste trabajo mostro estructuras en el sistema nervioso central,
en precursores de 6rganos sensoriales en los discos imagales, en el sistema nervioso
periférico y en la epidermis. Los patrones se mostraron especificos en cada linea,
expresandose en estructuras distintas por cada region observada.
En el sistema nervioso central de la larva de tercer instar, se observaron estructuras a lo
largo del ganglio toracico abdominal en las lineas L 6.3 (Fig. 14A), L 93 (14B) y L
trece (14C). Asi mismo, se observaron estructuras en las regiones laterales y basales del
ganglio en éstas mismas lineas. Para la linea CM8 no se observé un patron definido, las
estructuras que expresaban GFP se encontraban dispersas en el ganglio torécico
abdominal (14D).
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L trece

Figura 14. Disecciones del sistema nervioso central en larvas: w*; UAS-GFP/+(GAL4-elementoP);
+(GAL4-elementoP)/TM2,Ubx. A) Ganglio toracico abdominal de la linea L 6.3; B) Linea L 93; C) Linea
L trece; D) Linea CM8. Flechas: estructuras a lo largo del ganglio toracico abdominal. Cabezas de
flecha: estructuras laterales. Anterior (arriba), Posterior (abajo). gta (ganglio toracico abdominal), id
(disco imagal), ol (I6bulos Opticos). Las imagenes son proyecciones de microscopio confocal. En la
esquina superior izquierda se muestra un esquema del cerebro de una larva de tercer instar.

El patron de expresion de GFP en los discos imagales se observé de manera localizada
en estructuras sensoriales en los discos de ojo, antena, ala y pata para las lineas L 93
(Fig. 15), L trece (Fig. 16) y CM8 (Fig. 17). Cada linea presentaba expresion en
subgrupos particulares de estructuras sensoriales en cada disco. Para la linea L 6.3, la

expresion en los discos imagales fue generalizada .
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Figura 15. Disecciones de la linea L 93. Discos imagales de larvas:
w"; UAS-GFP/ L 93-GAL4; Mkrs,sb/TM2,Ubx. A) Expresion de
GFP observada en discos imagales de ojo (seccidn rosa) y ala (seccion
verde) y en azul se encuentran los I6bulos Opticos; B) Expresion
localizada en el disco imagal de pata. Inserto muestra la imagen en
campo claro; C) Expresién observada posterior al surco
morfogenético del disco imagal de ojo, asi como en un fasciculo de
axones que llegan al 18bulo 6ptico; D) expresion de GFP en dos
subgrupos neuronales del disco imagal de antena. Flechas: estructuras
sensoriales. wd (disco imagal de ala), ol (I6bulos dpticos), ed (disco
imagal de 0jo), Id (disco imagal de pata), ad (disco imagal de antena).
Las imagenes son proyecciones de microscopio confocal, excepto D que fue tomada en microscopia de
flourescencia.

Figura 16. Disecciones de la linea L trece. Discos imagales de larvas: L trece-GAL4/w"; UAS-GFP/ Cyo;
Mkrs,sb/TM2,Ubx. A) Expresion de GFP observada en dos neuronas del disco imagal de antena (seccion
amarilla), seccion rosa muestra la posicion del disco imagal de ojo. En el inserto se observa la proyeccién
tomada en campo claro; B) Mayor aumento (40X) de las neuronas mostradas en A. Inserto muestra la
imagen en campo claro; C) Expresion de GFP en subgrupos de precursores neurales en discos imagales
de ala (region en rojo) y pata (seccidn en verde). El inserto muestra campo claro. Flechas: estructuras
sensoriales. wd (disco imagal de ala), ol (I6bulos dpticos), ed (disco imagal de ojo), Id (disco imagal de
pata), ad (disco imagal de antena). Las iméagenes son proyecciones de microscopio confocal.
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Figura 17. Disecciones de la linea CM8. Discos imagales de larvas: w*; UAS-GFP/ Cyo; CMS8-
GAL4/TM2,Ubx. A) Expresion de GFP observada en subgrupos de precursores sensoriales en discos
imagales de pata (seccion roja) y ala (seccion verde); B) Expresion tenue de GFP en la region anterior del
disco imagal de ojo (seccion rosa). Inserto muestra la imagen en campo claro; C) Expresion de GFP
observada en el disco imagal de antena (region en amarillo), asi mismo se puede observar expresion en el
disco imagal de ojo (seccion rosa). El inserto muestra campo claro. Flechas: estructuras sensoriales. wd
(disco imagal de ala), ol (I6bulos dpticos), ed (disco imagal de 0jo), Id (disco imagal de pata), ad (disco
imagal de antena). Las imagenes son proyecciones de microscopio confocal.

Las disecciones para observar el sistema nervioso periférico mostraron expresion de
GFP en células epidérmicas que cubren la totalidad de la cuticula de la larva en las
lineas L 6.3, L 93 y CM8 (Fig. 18 A, B y C respectivamente), el ndmero de células
epidérmicas observadas dependia de la diseccién. En las lineas L 6.3 y CM8 se
observaron fibras provenientes del ganglio torécico abdominal y finalizaban en el
extremo posterior de la larva; asi mismo, éstas se ramificaban en cada hemisegmento
larval (Fig. 18 Ay C flecha). La linea L trece mostr6 una expresion interesante de GFP
en la cuticula, puesto que s6lo se observaron dos pares de neuronas bipolares por
hemisegmento larval (Fig. 19).
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Anterior

L 93

Posterior

Figura 18. Reconstrucciones de cuticulas de larvas de
tercer instar: w'; UAS-GFP/ +(GAL4-elementoP);

+(GAL4-elementoP)/TM2,Ubx; a partir de proyecciones
de confocal. A) Expresion de GFP observada en la
cuticula de la linea L 6.3, asi como fibras que recorren a
la larva y grupos de células epidérmicas. B) Expresion
de GFP en células epidérmicas de la cuticula en la linea
L 93. C) GFP observado en la cuticula y fibras (flecha)
de la linea CM8. La larva se encuentra orientada anterior
(arriba) y posterior (abajo). gta, ganglio toracico
abdominal.
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Anterior

Figura 19. Neurona observada en la cuticula de larvas de la
linea L treec. Larva Ltrece-GAL4/w"; UAS-GFP/cyo;
Mkrs/TM2,Ubx. Proyeccidon confocal, de una de las
neuronas bipolares encontradas por pares en cada
hemisegmento larval de la linea L trece. Anterior (arriba),
Posterior (abajo), D (dorsal), V (ventral).

Posterior

4.4. Naturaleza celular de las estructuras encontradas

Sélo se determind la naturaleza celular de las estructuras encontradas en la linea
L 6.3. Se realizaron disecciones de sistema nervioso central y periférico para realizar
inmunotinciones con los anticuerpos mencionados en la metodologia. La colocalizacion
de la expresion de GFP con el patron del anticuerpo nos permitié determinar a que tipo
celular pertenecia la estructura observada.
De acuerdo a los resultados anteriores, en el sistema nervioso central de la linea L 6.3 se
observaron 13 estructuras pareadas que recorrian el ganglio toracico abdominal (Fig. 20
A). Dichas estructuras no colocalizaron con un marcador para neuronas diferenciadas
(Fig. 20 By B *). Sin embargo, se observd una aparente colocalizacion con axones (Fig.
20 C y C’), la cual se corrobor6 con el marcador de axones comisurales (Fig. 20 D y
D’).
En disecciones de larvas completas, se utilizd el anticuerpo 22c¢10, el cual reconoce
axones, dendritas y cuerpos neuronales del sistema nervioso periférico. Se observo que
las fibras provenientes del ganglio toracico abdominal que recorrian hasta la region
posterior de la larva no eran de caracter neural, puesto que no colocalizaron con el
anticuerpo; sin embargo, por su morfologia y ramificaciones es posible que su

naturaleza sea traqueal (Fig. 21).
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Figura 20. Cerebros de larvas de tercer instar de la linea L 6.3. A) Muestra un esquema del cerebro de una
larva de tercer instar, el resto de las imagenes se encuentran orientadas en la misma direccion A
(anterior), P (posterior). A”) Expresion de GFP que muestra los 13 estructuras pareados (flechas). B)
Inmunotincion contra ELAV (rojo) que no muestra colocalizacion. B”) Muestra el patron de ELAV en
neuronas diferenciadas. C) Inmunotincion contra BP-102 (rojo) que marca axones, aparente
colocalizacién. C’) Muestra el patron de BP-102, que no muestra las estructuras observadas en A. D)
Inmunotincion contra BP-104 (rojo) que marca axones comisurales, no hay colocalizacién muy aparaente.
D’) Muestra el patrén de BP-104 que muestra las estructuras pareadas de A, lo que sugiere su naturaleza
axonal. Proyecciones de confocal. gta, ganglio toracico abdominal; ol, I6bulos 6pticos.

Anterior

Figura 21. Reconstruccion de la cuticula de
la larva. Se observa en verde el patrén de
expresion de GFP en la linea L 6.3 y en rojo
la inmunotincién contra 22¢10, marcadores
de neuronas periféricas. No presentaron
colocalizacién los axones del sistema
nervioso periférico (flechas) con las fibras
que recorren la cuticula de la larva (cabezas
de flechas). Anterior (arriba), Posterior
(abajo).

periféricas

Posterior
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En cada hemisegmento larval se observaron tres neuronas que colocalizaron con el
marcador para neuronas periféricas 22c10. Estas neuronas se identificaron, en base a su
posicion en el hemisegmento, como neuronas sensoriales del tipo Il del subgrupo de las
multidendriticas.

Asi mismo, se pudo determinar al subgrupo de multidendritcas a la cual pertenecia cada
neurona por su localizacién y morfologia. Una de ellas se encuentra en el cluster ventral
y por lo tanto pertenece al subgrupo de las md-da, otra es una neurona bipolar (md-bd)
y la tercera se localiza en el cluster dorsal clasificandola como md-da (Fig. 22).

22¢10: neuronas
periféricas.

Figura 22. Reconstruccion de un hemisegmento larval. Se observan
tres neuronas (flechas) las cuales colocalizan con el marcador de
neuronas periféricas 22¢10 (rojo). Las neuronas que se localizan en
los clusters ventrales y dorsales (asteriscos) son md-da. La neurona
bipolar (md-bd) se encuentra en el centro del hemisegmento (cabeza
de flecha). Las imagenes son proyecciones de microscopio confocal
tomadas a 40X.

4.5. Caracterizacion molecular del sitio de insercion

Se obtuvieron productos de PCR inverso para las lineas L 6.3, L 93 y CM8 (Fig.
23). La caracterizacion molecular del sitio de insercion de la linea L trece fue trabajo de
tesis de licenciatura de Ana Laura Reyes Reyes.
Cuando se utilizaron las ligaciones de las digestiones de las enzimas Msp | y Pst | como
templado para el PCR inverso, se generaron productos en las lineas L6.3 y CM8. Esto
nos proporciona para éstas dos lineas secuencias que flanquean tanto el extremo 3’
como 5’ del elemento P.
Para la linea L 93 sélo fue posible amplificar un producto de PCR inverso con la
ligacion de la digestion con la enzima Bam HI como templete. Esto nos genera una

secuencia que flanquea el extremo 3’ del elemento P.
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Los tamafios de los producto amplificados mediante PCR inverso para las tres lineas

variaron en tamario de 400 a 800 pares de bases.

1 2 324S5yt

Figura 23. Gel de Agarosa al 1%, corrido a 80 volts. Carriles: 1) Marcador de peso molecular de 100 pb
(Bio-Labs). 2) Producto de aprox. 400 pb. ADN: L 6.3. Enzima: Msp |. 3) Producto de aprox. 400 pb.
ADN: L 6.3. Enzima: Pst I. 4) Producto de aprox. 800 pb. ADN: CM8. Enzima: Msp 1. 5) Producto de
aprox. 500 pb. ADN: CM8. Enzima: Pst I. 6) Producto de aprox. 1000 pb. ADN: CM8. Enzima: Pst I. 7)
Producto de aprox. 400 pb. ADN: L 93. Enzima: Bam HI.

Se mandaron a secuenciar los productos obtenidos para las tres lineas y s6lo se obtuvo
una secuencia de calidad a partir de las amplificaciones de L 6.3. En las lineas L 93 y
CMB8, los productos no generaban secuencias de calidad, por lo que no fue posible
determinar el sitio de insercion para éstas dos lineas en éste trabajo.

Realicé un BLAST en el FlyBase ® con la secuencia obtenida de la linea L 6.3 y
restringi mi busqueda a secuencias encontradas en el cromosoma 3. La busqueda me
proporciond 3 secuencias que presentan un 100% de identidad con las bases de la
secuencia obtenida para la linea L 6.3 (Tabla XIII). Estos genes poseen la caracteristica
de poseer un retrotransposén dentro de un intron en su secuencia, justo en la region
donde aparea la secuencia obtenida por medio del PCR inverso. Lo anterior las hace
similares en aproximadamente 4000 pares de bases. Por lo que se disefid una estrategia
de oligonucleotidos (ver material y método) para discernir el sitio de insercion del

elemento P.

Tabla XIIl. Genes obtenidos a partir del BLAST de la secuencia amplificada para la linea L 6.3. Se indica
su posicidn en el cromosoma, el nombre y el proceso fisiologico en el cual participan.

Brazo cromosémico | Nombre del gen Funcién
3R Tehl Proteina auxiliar de canales de sodio
3R Twin Deadenilacion de ARN mensajero
3L Ac78c Adenilato ciclasa
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Se realizaron las combinatorias presentadas en la tabla IX de metodologia. En la tabla
X1V se muestra en resumen los resultados obtenidos de éstas y el carril en el cual se

encuentran del gel presentado en la figura 24.

Superior

Inferior

Figura 24. gel de agarosa al 1% que muestra los productos presentados en la tabla XIV.

Tabla XIV. Resumen de los productos obtenidos de las combinatorias presentadas en la tabla IX de

metodologia.
Tamafio del
producto Carril en gel de agarosa
Combinatoria esperado (pb) Observaciones mostrado
Tehl reverse/ Forward
region 3’ 1474 Presenta un barrido 3 inferior
Tehl forward/ Tehl Presenta barrido tanto en | 4 superior (mutante)
reverse 1386 wt como en mutante 5 superior (silvestre)
Twin reverse/ Reverse Presenta banda definida
region 5’ 625 del tamafio esperado 6 inferior
Twin forward/ Forward
region 3’ 1173 No se observé producto 4 inferior
Producto del tamafio
Twin forward/ Twin esperado sdlo en ADN 6 superior (mutante)
reverse 1615 de mosca silvestre 7 superior (silvestre)
Ac78c reverse/ Reverse Presenta banda definida No se muestra en ésta
region 5’ 619 del tamafio esperado figura
Ac78c forward/ Forward
region 3’ 1081 No se observd producto 2 inferior
Producto del tamafio
esperado sélo en la
Ac78c forward/ Ac78c mutante, en la silvestre 2 superior (mutante)
reverse 1517 muestra una banda pero 3 superior (silvestre)
no es del tamarfio
esperado
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De acuerdo a los resultados anteriores, observé producto de amplificacion cuando utilicé
el oligonucledtido disefiado contra las invertidas repetidas del elemento P y el
oligonucléotido general de twin. Asi mismo, hubo producto de amplificacion con los
oligonuclettidos disefiados para amplificar el gen de ac78c y el ADN gendémico de
moscas L 6.3 como templete en la reaccion. Por Gltimo no observamos amplificacion
cuando utilizamos los oligonucle6tidos disefiados para twin utilizando ADN de moscas

L 6.3, pero si existe amplificacion con ADN de moscas silvestres.

4.6.Particularidades de las lineas encontradas

La linea L 93 posee la particularidad que presentd una respuesta tardia al
estimulo termonocivo. Durante la prueba de insensibilidad se observé que una vez
aplicado el cautin y transcurridos mas de 9 segundos la larva reaccionaba
contorsionandose y rodando en direccién al cautin. Esta misma reaccion es observada
en larvas silvestres en los primeros tres segundos de contacto con el cautin a 45°C.
Asi mismo, ésta linea presentd un problema de variegacion en la familia balanceada. La
variegacion es un fendmeno asociado a heterocromatinizacion del ADN. Dicha
variegacion se elimind cuando se fundaron familias homadcigas para la insercion pero
con alelos silvestres en el resto de los cromosomas; esto se logré mediante la cruza con
moscas White.
Durante el monitoreo del desarrollo de aquellas larvas que presentaban un fenotipo de
no respuesta al estimulo termonocivo, se observd en la linea CM8, que no todas las
larvas sobrevivian y aquellas que si lo hacian, morian en farato (adulto desarrollado que
no ha eclosionado).
Al realizar las disecciones de los faratos de las larvas insensibles se encontré un
fenotipo accesorio a la insensibilidad a temperaturas nocivas, dichas moscas poseian
también, el tercer par de patas deforme.
Al igual que en la linea L 93, las familias balanceadas mostraron problemas para
reproducirse, por lo que se tomaron homadcigas para la insercion y se cruzaron con
moscas White.
Durante el analisis de la linea L trece, aquellas larvas que presentaban un fenotipo de
insensibilidad a temperaturas nocivas fueron monitoreadas y al igual que en la linea
CMB8 no todas las larvas sobrevivian y aquellas que si lo hacian, morian en farato.
Las disecciones a faratos mostraron el mismo fenotipo de patas deformes de la linea
CM8.
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Discusion

El mecanismo preciso por los cuales una neurona nociceptora detecta, transmite
y/o transduce un estimulo potencialmente nocivo se desconoce hasta la fecha. Sin
embargo, se conocen algunas caracteristicas fisiologicas, moleculares y celulares de las
neuronas nociceptoras, asi como algunos elementos moleculares que participan en este
proceso. No obstante, no se ha podido integrar un mecanismo de nocicepcion al no
conocer todos los elementos participantes en la cascada de sefializacion.,
Para Drosophila s6lo existe un reporte previo a este trabajo que pretende identificar
nuevos posibles elementos moleculares que participan en nocicepcion. Este trabajo
parte de la metodologia tradicional de andlisis de mutantes planteada en el trabajo de
Tracey y colaboradores (2003), ademas, plantea una propuesta innovadora al utilizar en
Drosophila técnicas genéticas como el sistema UAS-GALA4.
Existen varias ventajas en la metodologia propuesta por éste trabajo:
i) Genera lineas de moscas que pueden dirigir la expresion de genes efectores mediante
el sistema UAS-GALA4. Estas lineas poseen elementos transponibles insertados de
manera aleatoria en regiones promotoras de genes de Drosophila.
ii) Mediante el uso de genes efectores es posible observar fenotipos tejido-especifico.
iii) Permite caracterizar a mayor detalle los sitios de insercion de los elementos P
mediante la expresion dirigida de genes efectores.
iv) Es posible condicionar la expresion de GAL4 y del gen efector para estudiar efectos
a lo largo del desarrollo o en etapas especificas.
Las ventajas anteriores se ven justificadas por que existen proteinas que pudieran
encontrarse participando en una gran diversidad de procesos aunados a la nocicepcion,
como las proteinas de cascadas de sefializacion, y su ausencia produce efectos
pleiotropicos en el organismo. El poder dirigir la expresion de la version mutante de
esta proteina en neuronas nociceptoras permitiria ver sélo el fenotipo en este proceso.
Sin embargo, la principal ventaja de utilizar éste sistema radica en la expresion dirigida
de la cadena ligera de la toxina de tétanos y la prueba de insensibilidad a temperaturas
nocivas, lo cual limita nuestra bisqueda a solo aquellos sitios de insercion de elementos
P que se estan expresando en neuronas que estén participando en el proceso de
nocicepcién. Aun cuando se pudiera expresar en otros tejidos, la expresion del sitio de
insercion en una neurona nociceptora es un indicio de una probable funcién dentro de

las mismas y/o en el mecanismo de nocicepcion.
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Hasta el momento, se han probado 39 lineas y detectado 4 lineas, cuya insercion del
elemento P presenta un fenotipo de insensibilidad a temperaturas nocivas cuando se
dirige la expresion de la cadena ligera de la toxina de tétanos. El alto namero de lineas
insensibles encontradas se explica porque la nocicepcion es un mecanismo complejo
con varios componentes, y nuestro analisis no puede distinguir entre aquellos elementos
involucrados en la deteccion, transmisién y/o transduccion del estimulo nocivo. Lo
anterior habla de la complejidad del proceso y la gran cantidad de elementos
moleculares que pueden encontrarse involucrados.

Es probable, aun con los controles impuestos en este trabajo, que se encuentren lineas
que muestren un fenotipo de insensibilidad a temperaturas nocivas en la cual lo que esta
afectado es en realidad la capacidad de la larva de protegerse contra el estimulo, alin
cuando si lo haya percibido. Existen una serie de técnicas que permitirian discernir entre
un escenario y el otro, por ejemplo la electrofisiologia, que nos permitiria medir la
respuesta de neuronas a estimulos termonocivos de manera directa, MARCM (Mosaic
analysis with a repressible cell marker) (Lee y Luo, 1999) que permite estudiar neuronas
individuales y la estimulacion éptica directa de neuronas especificas que permitan
asociarles un fenotipo (Zhang et al., 2007). En el caso de este trabajo, el patron de
expresion de los sitios de insercién de las lineas presentadas como insensibles, sugieren
la posibilidad de descartar un posible defecto en el mecanismo de respuesta ya que no se
observa expresién en uniones neuromuscuares

Las cuatro lineas insensibles mostraron patrones de expresion Unicos en los ganglios
toracicos abdominales, sin embargo, no se descarta la posibilidad de que compartan
algunos elementos, o bien, que sus elementos se encuentren interrelacionados. Una
mejor caracterizacion de los elementos anteriores nos permitiria en un futuro tratar de
determinar el circuito neuronal que detecta, transmite y transduce un estimulo
potencialmente nocivo.

Sélo para la linea L 6.3 se ha confirmado la naturaleza de las estructuras encontradas en
el ganglio toracico abdominal, los cuales son axones a lo largo de la comisura. Seria
interesante en un futuro determinar de que clase neuronal (nociceptora, motora, etc)
pertenecen los cuerpos neuronales de estas proyecciones. Existe la posibilidad que
dichas proyecciones provengan de las neuronas encontradas en cada hemisegmento
larval de esta linea, las cuales podrian pertenecer a la clase IV de neuronas
multidendriticas, las cuales han sido caracterizadas como nociceptoras (Hwang et al.,
2007).Lo anterior se sugiere por la localizacion de dos de estas proyecciones en clusters
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definidos como multidendriticas y su posicion en el cluster es similar a la descrita para
las neuronas md-da de la clase 1V (Grueber et al., 2002).Asi mismo, aun cuando no es
evidencia suficiente, el patron de proyeccion de los axones en el ganglio de las neuronas
de la clase 1V, es similar al observado en la linea L 6.3 (Grueber et al., 2007). En ambos
casos, inmunotinciones con anticuerpos para estas neuronas confirmarian esta
sugerencia.

Las estructuras encontradas en los discos imagales se restringen a futuros 6rganos
sensoriales, fotorreceptores en el disco imagal de ojo (lineas L 93 y CM8), precursores
de dérganos sensoriales en los discos imagales de ala y pata (lineas L 93, CM8 y L trece).
Si bien la naturaleza nociceptora de estos elementos aln no se ha descrito, son
requeridos para detectar el ambiente, lo cual hablaria de posibles elementos compartidos
de la nocicepcién con procesos generales de sensacion. Lo anterior se ha demostrado
para painless el canal TRP asociado con nocicepcion en Drosophila (Tracey et al.,
2003). Este elemento nociceptor ademas de expresarse en neuronas multidendriticas, se
encuentra en neuronas de la probosis, neuronas del tarsus de la pata y en neuronas del
margen del ala en moscas adultas. Todas estas estructuras provienen de discos imagales
y se asocian a la deteccion de estimulos gustatorios (Benzer et al., 2006).

El patron de expresion més debatible en este trabajo seria el observado en la cuticula de
la larva para las lineas L 6.3, L 93 y CM8, ya que presentan expresion en células
epidérmicas y ramificaciones traqueales. Sin embargo, en los ultimos afios se ha visto
que los keratinocitos (células epidérmicas) podrian participar en procesos de sensacion
y nocicepcion, ya que pueden formar sinapsis con neuronas sensoras primarias, o bien,
secretar sefiales capaces de modular, activar o inhibir estas neuronas sensoras (Foulkes
y Word, 2008; Hucho y Levine, 2007; Hwang y Oh, 2007; Lumpkin y Caterina, 2007).
Por otro lado, el sistema traqueal no se ha vinculado directamente con nocicepcion, sin
embargo, se ha observado expresion en trdqueas de canales DEG/ENaC, los cuales se
han asociado directamente a mecanismos de nocicepcion y mecanosensacion (Liu et al.,
2003). Lo anterior sugiere que los elementos nociceptores podrian estar implicados en
diferentes procesos y sera necesario estudiar su regulacién para establecer su
participacion en procesos de nocicepcion.

El patron de expresién no es material suficiente para determinar la participacion del
sitio de insercion en un proceso de nocicepcion por lo que se requiere conocer la region
génica que fue interrumpida por el elemento P. Para ello se utiliza cominmente el PCR
inverso, sin embargo, en este trabajo dicha técnica presentd una serie de dificultades que
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no permitieron producir productos amplificados cuya calidad pudiera haber sido éptima
para secuenciacion. Esta es la razon por la cual solo se pudo determinar el sitio de
insercion para una linea en éste trabajo (L 6.3), aln cuando se consiguié producto
amplificado en las tres lineas. El sitio de insercion de la linea L trece fue determinado
en nuestro laboratorio, por Ana Laura Reyes Reyes.

En el caso del sitio de insercion de la linea L 6.3, el hecho de que el elemento P se haya
insertado en un retrotransposon natural de Drosophila complicé su determinacion. Aun
cuando los resultados del disefio de PCR sugieren su presencia en el gen twin, sera
necesario corroborar esta informacion mediante otras técnicas como hibridaciones in-
situ en cromosomas politénicos, o bien, por medio de southern blot.

Los sitios de insercion determinados hasta este momento, twin y rabphilin para las
lineas L 6.3 y L trece respectivamente, poseen funciones conocidas. El sitio de insercion
twin es el homoélogo en Drosophila de CCR4 en vertebrados. CCR4 es parte del
complejo CCR4-NOT, el cual participa en regulacion de RNA mensajeros al
desestabilizarlos mediante deadenilacion (Dupressoir et al., 2001; Temme et al., 2004).
rabphilin por su parte participa en secrecién de neurotransmisores, transporte mediado

por vesiculas, asi como endocitosis y exocitosis de vesiculas sinapticas

(http://flybase.org/ ). Si bien, rabphilin posee funciones bioldgicas que uno pensaria son
asociables a un mecanismo de nocicepcion, este no es el caso para twin. ;Como
interviene un complejo de deadenilacion en un proceso sensorial? Con la informacion
obtenida en este trabajo no es posible emitir alguna hipétesis, sin embargo, los estudios
reportados muestran que twin regula la expresion de genes como nanos (Zaessinger et
al., 2006), y este gen es requerido para la morfogénesis dendritica de neuronas
multidendriticas (Brechbiel y Gavis, 2008; Ye et al., 2004). Este trabajo es el primer
reporte de la expresion de twin en neuronas multidendriticas lo cual sugiere que es
probable que la funcidon de twin no sea en el mecanismo de nocicepcién, sino en el
desarrollo o mantenimiento de neuronas nociceptoras y que el fenotipo de insensibilidad
a temperaturas nocivas se deba simplemente a la inactivacion de las neuronas
multidendriticas donde se esta expresando este gen. Estudios posteriores permitiran
emitir una hipotesis acerca del papel de twin en las neuronas nociceptoras.

Lo anterior no descarta la posibilidad de que la regién génica donde se insertd el
elemento P en la linea L 6.3 funcione como “enhancer” o region promotora para la

transcripcion de un gen distinto. Determinar esta situacion es compleja y se debera
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abordar sélo si al caracterizar twin a mayor detalle, no se observe fenotipo alguno en
nocicepcion o desarrollo de neuronas nociceptoras.

La caracterizacion a detalle de las estructuras encontradas en este trabajo y su
participacién en mecanismos de nocicepcion, aun cuando no fue parte del presente, son
propuestas para estudios posteriores, de tal manera que se genere mayor conocimiento
del mecanismo molecular de este proceso.

La metodologia y aproximacion que se ha propuesto en esta tesis, ha demostrado ser
una primera aproximacion que permitira localizar especificamente elementos que se
expresan en neuronas sensoriales, incluso nociceptoras. Existe la probabilidad de que
muchos de los elementos encontrados en el tamizaje propuesto por este trabajo no
posean un papel en la deteccion, transmision y/o transduccion de un estimulo
potencialmente nocivo. Sin embargo, discernir entre aquéllos que si sean relevantes para
el proceso de nocicepcion es parte de un trabajo de caracterizacion detallada.

Los genes localizados en este trabajo y en el de Ana Laura Reyes, evidencian la
capacidad de esta metodologia de “atrapar” tanto genes que pudieran participar en
nocicepcion como genes que pudieran estar involucrados en desarrollo y mantenimiento
de neuronas nociceptoras, lo cual es a su vez, un campo de estudio del cual se conoce

muy poco.
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Conclusiones

Utilizando la metodologia y aproximacion propuesta en ésta tesis, se han
encontrado cuatro lineas, en un anélisis de 38, que presentan un fenotipo de
insensibilidad a temperaturas nocivas al dirigir la expresion de la cadena ligera
de la toxina de tétanos. Lo cual nos indica que el sitio de insercion de éstas
cuatro lineas se esta expresando en elementos que participan en la deteccion,
transmision y/o transduccion del estimulo potencialmente nocivo.

El patron de expresion del sitio de insercion de éstas cuatro lineas se observé en
estructuras sensoriales e incluso en elementos nociceptores conocidos para al
menos una de éstas lineas.

Los patrones de expresion eran Unicos en cada linea pero no se descarta la
posibilidad de estructuras compartidas entre lineas.

Dos de las lineas encontradas, L trece y CM8, presentaron fenotipos accesorios a
la insensibilidad a temperaturas nocivas, como el tercer par de patas deforme y
la mortalidad en etapas previas a pupa y farato.

Aln cuando se obtuvieron productos de amplificacion en el PCR inverso para
las tres lineas abordadas en éste trabajo, s6lo ha sido posible hasta el momento
determinar el sitio de insercion del elemento P de la linea L 6.3. El sitio de
insercion en la linea L trece fue determinado por Ana Laura Reyes Reyes.

El elemento P de la linea L 6.3 se insertd en un retrotransposén natural
encontrado en un intron del gen twin. Twin es el homoélogo de CCR4, en
vertebrados, el cual forma parte del complejo de deadenilacion de ARN
mensajero CCR4-NOT.

La funcién biolégica de CCR4 hasta el momento no se puede relacionar con
mecanismos de nocicepcion.

El sitio de insercion del elemento P de la linea L trece es en la region “upstream”
del inicio de la traduccion del gen rabphilin. La funcion bioldgica de dicho gen

es: secrecion de neurotransmisor , endocitosis y exocitosis.



o1

Perspectivas experimentales

Corroborar el sitio de insercion del elemento P en la linea L 6.3 mediante

hibridaciones in-situ sobre cromosomas politénicos, o bien, southern blot.

Determinar mediante inmunocitoquimica la naturaleza celular de las estructuras

encontrados en las lineas insensibles de éste trabajo.

Localizar el sitio de insercién en las lineas L 93 y CM8.

Caracterizar la participacion de los sitios de insercion de éstas lineas en procesos

de nocicepcidn, o bien, desarrollo y/o mantenimiento de neuronas nociceptoras.
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ANEXO (SOLUCIONES)

Extraccion de ADN.

1) Solucién de homogenizacion

0.15M NaCl

0.01 M Tris ph 8
0.005 M EDTA ph 8
0.2% NP-40

2) Solucion de lisis

0.3M NaCl

0.05 M Tris ph 8
0.005 M EDTA ph 8
1% N-Sarcosyl

3) Solucién P3

25¢ Acetato de Potasio
13 ml Acido acético glacial
87 ml Agua tridestilada

ph 5.5

Imunocitoquimica

1) PBS

8¢ NaCl
0.2¢ KCI

144 ¢ Na;HPO,
0.24¢g KH; POy

ajusta el volumena lL.ph7.4

2) Amortiguador de Fosfatos

14169 Fosfato de sodio dibasico
ajusta volumen a 100 mL

3) TNT

0.1 M Tris

0.3M NaCl

1% Tritén

1% Tween-20

ajustar volumen a 200 mL. ph 7.4
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