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1. RESUMEN

Las ataxias espinocerebelosas (SCAs) son trastornos progresivos en los que el cerebelo y el
tronco cerebral se degeneran lentamente. El sintoma principal de las diversas SCAs que
existen es el patron de neurodegeneracion cerebelar que los pacientes exhiben. La ataxia
espinocerebelosa 17 (SCA17) también conocida como enfermedad de Huntington-4
(HDL4), es causada por una expansion del trinucleétido CAG/CAA en las regiones polyQ
del gen que codifica al factor transcripcional TBP humano (hTBP). El umbral fisiologico de
las glutaminas totales presentes en hTBP es de alrededor de 30 a 40 repeticiones y un
numero mayor de 40 causa la patologia. En esta tesis analizamos el efecto neuropatologico
de hTBP con la region polyQ expandida (80Q) modelado en D. melanogaster. La estrategia
experimental consistio en la generacion de las moscas transgénicas para dirigir la expresion
especifica de hTBP34Q y 80Q en el cerebro y en los ojos de Drosophila. La agregacion de
proteinas en el cerebro de las moscas se determind mediante inmunofluorescencia y la
muerte celular fue evaluada utilizando el ensayo TUNEL. Para determinar el estado de la
marcha de las moscas que expresaban hTBP34Q y 80Q en el cerebro se realizo la prueba de
escalada en moscas adultas. Los resultados obtenidos mostraron exitosamente la expresion
especifica de tejido de hTBP 34 y 80Q en el cerebro y ojos de Drosophila usando los
promotores ELAV y GMR respectivamente. La expresion de hTBP34 y 80Q causé
fenotipos aberrantes en el ojo de Drosophila. Asi mismo, la expresion de hTBP80Q en el
cerebro mostrd ser neurotdxica acortando el tiempo de vida de las moscas. Las imagenes
confocales mostraron que la agregacion de hTBP34Q y 80Q en el cerebro de Drosophila es
dependiente de la edad de las moscas y del tamafio de la expansion, donde los agregados de
hTBP80Q mostraron un incremento de los 2 a los 20 dias. La expresiéon de hTBP 34 y 80Q
provocé muerte neuronal dependiente de la edad y las moscas hTBP80Q fueron
severamente afectadas en las pruebas de escalada. Estos resultados permitieron concluir
claramente el efecto neurotdoxico de hTBP80Q en el cerebro de la mosca que acortd su
tiempo de vida y capacidad locomotriz debido a la formacion de los agregados proteicos y
muerte celular por lo que abren la posibilidad para evaluar el tipo de muerte celular
producida en las neuronas afectadas y el comportamiento molecular de estas expansiones

polyQs en las patologias neurodegenerativas como SCA17.



SUMMARY

Spinocerebellar ataxias (SCAs) are progressive disorders in which the cerebellum and the
brain stem slowly degenerate. We modeled spinocerebellar ataxia 17 (SCA17) in
Drosophila melanogaster, also known as Huntington-4-like disease (HDL4). SCA17 is
caused by an expansion of the CAG / CAA trinucleotide in the gene encoding polyQ
regions in the human TBP protein (hTBP). The physiological threshold of the total
glutamines present in non-pathological TBP is around 30 to 40 repetitions and a greater
number of 40 causes the pathology. To analyze the neuropathological effect of hTBP with
the extended polyQ (80Q) compared with wild type hTBP (34Q) using D. melanogaster as
a model. Our experimental strategy consisted of addressing specific expression of hTBP
with polyQ expansions of 34Q and 80Q using the eye driver GMR-GAL4 to evaluate eye-
phenotype toxicity due to these polyQ expansions. Then, we used ELAV-GAL4 to address
hTBP34 and 80Q to the flies’ brain and measure protein aggregation, cell death and
climbing ability. Protein aggregation in the flies’ brain was measured by
immunofluorescence; cell death was evaluated using TUNEL and climbing test in adult
flies were compared between 34Q and 80Q. Our results, showed that hTBP34 and 80Q
expressed in the flies’ eyes caused an aberrant phenotype which was polyQ length-
dependent as well as age-dependent. hTBP80Q expression in the flies’ brain shortened its
life span when compared with the control groups. Confocal images of the flies’ brains
expressing hTBP34 and 80Q, showed that protein aggregation from hTBP80Q occurred
from day 2 to day 20, and, hTBP34Q started aggregating at day 50. Expression of hTBP34
and 80Q caused neurodegeneration, hTBP80Q triggered more neuronal death than
hTBP34Q. When testing climbing ability, hTBP80Q flies were severely affected when
compared with the rest of the groups in the RING test. These results let us conclude that
hTBP34 and 80Q are neurotoxic, form protein aggregates, cause neurodegeneration and
affect the climbing ability of Drosophila melanogaster. We expect to complement these

results with further experiments and analyze these polyQ expansions in additional models.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas (EN) constituyen un grupo de padecimientos que
cada vez estan mas dispersas entre la poblacion. Estas se caracterizan por afectar varias
actividades del cuerpo humano, tales como el equilibrio, movimiento, habla, respiracion y
funciones del corazdn, entre muchas otras. Entre estos padecimientos se encuentran: la
esclerosis lateral amiotrofica, ataxia de Friedreich, enfermedad de Huntington, demencia
con cuerpos de Lewy, enfermedad de Parkinson, atrofia muscular espinal y las ataxias

espinocerebelosas, entre otras.

Las ataxias espinocerebelosas (SCAs) son desordenes progresivos en los cuales el cerebelo,
el cual estd encargado de la coordinacion muscular y movimientos involuntarios, y el
tronco cerebral se degeneran lentamente (Stevanin & Brice, 2008). Estos desordenes se
clasifican segiin sea su etiologia molecular, la clasificacion esta divida en tres grupos
principales segun la descripcion de Dueiias, y cols., en el 2006): 1) Ataxias relacionadas a
la expansion de poliglutaminas (polyQ); 2) Ataxias causadas por expansiones repetitivas en
regiones no codificantes; y 3) Ataxias producidas por mutaciones convencionales
(deleciones, inserciones, duplicaciones, mutaciones sin sentido). La caracteristica que
agrupa a las diversas SCAs es el patron de neurodegeneracion que exhibe el paciente.
Ademas de la degeneracion cerebelar, otras partes del sistema nervioso central pueden
verse afectadas (Paulson, 2009). El sintoma principal en este tipo de aflicciones es la
pérdida de coordinacion, especialmente al momento de caminar, por lo tanto, cuando un
médico diagnostica a un paciente con ataxia, sera alguien que padece problemas motores.
El nimero de ataxias espinocerebelosas sigue creciendo, hasta ahora se conocen cerca de
30. Dentro de ese amplio grupo de EN se encuentra la ataxia espinocerebelar 17 (SCA17),
también conocida como enfermedad parecida a Huntington-4 (HDL4). Este padecimiento
es descrito como una enfermedad poco comun, autosomica dominante y su prevalencia
mundial de acuerdo a datos epidemiologicos, es parecida a la de la enfermedad de
Huntington, de 5 a 7 personas por cada 100,000 habitantes (Craig, Keers, Archibald, Curtis,
& Chinnery, 2004; Van De Warrenburg, Sinke, Bemelmans, & Scheffer, 2002). Esta ataxia



es causada por una expansion del trinucledtido CAG/CAA en el gen que codifica para el
factor transcripcional TBP (Del inglés, TATA binding protein). El umbral fisiologico del
total de glutaminas presentes en la TBP de personas sanas es de 30-40 repeticiones, es decir
un mayor namero de 40 repeticiones el individuo es afectado por la enfermedad. El cuadro
clinico estda compuesto de ataxia, demencia, movimiento coréicos y distonia, epilepsia,
sefiales piramidales y extrapiramidales, discapacidad cognitiva e incluso algun trastorno
psiquiatrico (OMIM # 607136, 2016). Los sintomas suelen aparecer entre los 30 y 50 afios,
sin embargo, también es posible que se presenten en la infancia o después de los 60 afios.
La aparicién del trastorno dependerd del numero de repeticiones presentes en el gen, debido
a que existe una correlacion negativa entre el nimero de repeticiones y la aparicion del

trastorno.

El estudio de las EN es complejo, por lo tanto, en los tltimos 12 afios se ha propuesto a
Drosophila melanogaster como un modelo de estudio, porque a pesar que a simple vista la
mosca de la fruta se ve muy distinta al ser humano, ésta posee procesos celulares que estan
altamente conservados entre D. melanogaster y los humanos. Las grandes ventajas que
ofrece D. melanogaster es que su ciclo de vida es corto (10 dias a 25°C), producen una gran
descendencia, y su mantenimiento es economico; ademas la genética de mosca de la fruta
es mas simple, posee solo 4 pares de cromosomas en comparacion con los 23 en humanos;
12,000 genes en vez de 20,000 en humanos; y un sistema nervioso mas sencillo con
alrededor de 200,000 neuronas en lugar de las ~100 billones. A pesar de la simplicidad de
su sistema nervioso, la mosca de la fruta sigue siendo capaz de completar diversas tareas
motoras es por esto que ha hecho grandes aportes a la rama de la neurobiologia

(Ambegaokar, Roy, & Jackson, 2010; Matthews, Kaufman, & Gelbart, 2005).

La mosca de la fruta ha servido como modelo para diferentes enfermedades del cerebro
humano, en especial, las neurodegenerativas. En la mayoria de estos modelos de
transgénicos invertebrados, se reproducen algunos aspectos de las enfermedades humanas
(Jeibmann & Paulus, 2009). Aunque la investigacion de los modelos de roedores ha tenido

un impacto significativo, los modelos de invertebrados ofrecen una amplia variedad de



herramientas experimentales que potencialmente pueden abordar algunas de las preguntas
pendientes subyacentes a la enfermedad neurologica.

Lo anterior nos permitid6 postular en esta tesis que el andlisis del patron de
neurodegeneracion de SCA17 modelado en la mosca usando hTBP con la expansion de
polyQ para estudiar la agregacion proteica y muerte celular en las neuronas, asi como su
efecto en la habilidad locomotora podrian ser utilizadas en un futuro mediato para

alternativas que eviten el deterioro cognitivo y funcional que caracteriza a esta patologia.



3. ANTECEDENTES

3.1 Ataxias espinocerebelares

Paulson y colaboradores en el afo 2009, definieron ataxia como la pérdida de la
coordinacion, en particular de la marcha; y se denomin6 cerebelar porque el cerebelo,
encargado de la coordinaciéon muscular y movimientos involuntarios, el tronco cerebral, la
via espinocerebelar y sus conexiones aferentes/eferentes, se degeneran lentamente (Orr,
2012; Paulson, Shakkottai, Clark, & Orr, 2017; Stevanin & Brice, 2008). El término ataxia
comprende los diversos trastornos del cerebelo encontrados durante la vida diaria, tales
como el equilibrio, movimiento, habla, respiracion y funciones del corazon, entre muchas
otras. Los pacientes presentan un sindrome cerebeloso por el que exhiben dificultades de
coordinacion, incluyendo problemas con el control motriz grueso y fino; ademas, también
se puede presentar con retinopatia pigmentaria, trastornos extrapiramidales del movimiento,
signos piramidales, los sintomas corticales (convulsiones, deterioro cognitivo/sintomas de

comportamiento), y neuropatia periférica (Gilman, 2000; Manto & Marmolino, 2009).

Las ataxias espinocerebelares (SCAs) son padecimientos que pueden ser adquiridos como
consecuencia de diversas condiciones clinicas tales como: esclerosis multiple, tumor
cerebral, alcoholismo, entre otras; o bien pueden ser heredadas, de forma autosomica
dominante o recesiva (Orr, 2012; Paulson, 2009; Paulson et al., 2017; Soong & Paulson,
2007). La mayoria de estas degeneraciones cerebelares son heredadas de manera
autosdmica dominante, de manera que, portar un alelo defectuoso es suficiente para

desarrollar el padecimiento.

La etiologia de las SCAs permanece en duda y existen dos corrientes que respaldan el
desarrollo de la patologia. La primera se centra en la region de poliglutaminas como
responsable de la patogénesis ya que es evidente que los péptidos polyQ expandidos son
toxicos. Esto ha sido reportado en diversos estudios que indican que la enfermedad podria
deberse a la produccion proteolitica de tales péptidos (Crotti et al., 2014; Bauer &
Nobuyuki, 2009; Chafekar & Duennwald, 2012; Chongtham & Agrawal, 2016; J. L. Marsh
et al., 2000; Matilla-Dueiias et al., 2015; Nageshwaran & Festenstein, 2015; Olejniczak,



Urbanek, & Krzyzosiak, 2015). La segunda se enfoca en la capacidad de agregacion y
formacion de cuerpos de inclusion que tiene la proteina mutante (con regiones polyQ
extendidas). Por lo que es relevante intentar determinar si estas caracteristicas de la proteina
mutante son responsables de la neurodegeneracion asociada a las diversas SCAs (Orr &
Zoghbi, 2007).

Las SCAs conforman un amplio grupo de enfermedades neurodegenerativas progresivas, se
han descrito cerca de 30 de este tipo de padecimientos, sin embargo, solo seis de estas (las
mas comunes) SCA1, SCA2, SCA3, y SCA6 en conjunto con SCA7 y SCA17 ademas de
compartir la sintomatologia, su etiologia es similar, pues todas ellas son causadas por la
expansion de una repeticion de CAG que codifica una region poliglutaminas en la proteina
afectada. En la Tabla 1 se muestran las SCAs reportadas a la fecha y se indica en color rojo
SCA17 que es el enfoque primordial de esta tesis. La Figura 1 resume y muestra todas las

diferentes vias que se ven afectadas con la aparicion de algun tipo de SCA.
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Figura 1. Vias/sitios afectados por las diversas mutaciones que causan las ataxias. El diagrama muestra
los procesos que ocurren dentro de la célula o en asociacion de una estructura subcelular especifica se
representan cerca del respectivo organulo. Con nimeros se muestran los procesos afectados: 1, la
transcripcion; 2, el procesamiento; 3, el transporte; 4, la reparacion del DNA; 5, la replicacion; 6, el
metabolismo de los glicoesfingolipidos; 7, la respuesta de la proteina desplegada (PR); 8, la autofagia; 9,
autolisosoma; 10, Ca2+ activa el canal de K+ dependientes de voltaje; 11, la traduccion; 12, el plegamiento de
proteinas; 13, el montaje de lipoproteinas; 14, el metabolismo de &cidos grasos; 15, la importacion de
proteinas; 16, el receptor no NMDA; 17, el receptor de NMDA; 18, los canales de Ca2+ dependientes de
voltaje; 19, la reparacion del DNA/replicacion; 20, la funcion mitocondrial; 21, el ciclo de Krebs; 22, las
chaperonas; 23, el transporte axonal y el trafico de vesiculas; 24, la agregacion; 25, Ca2+ homeostasis y 26, la
funcioén sinaptica.



Tabla 1. Ataxias espinocerebelosas con sus respectivos genes y mutacion

Enfermedad Gen Mutacion (rango de expansion)
SCAI1 ATXN1 CAG/polyQ exp. (39-82)
SCA2 ATXN2 CAG/polyQ exp. (33-64)
SCA3 ATXN3 CAG/polyQ exp. (52-86)
SCA4 Desconocido Desconocido
SCAS5S SPTBN Mutaciones no repetitivas
SCA6 CACNAI CAG/polyQ exp. (19-30)
SCA7 ATXN7 CAG/polyQ exp. (37-200)
SCAS SCAS CAG/CTG exp. (107-128)

SCA10 SCA10 ATTCT exp. (1000-4000)
SCAI11 TTBK?2 Mutaciones no repetitivas
SCA12 PPP2R2B CAG exp. (66-78)
SCA13 KCNC3 Desconocido
SCA14 PKCy Mutaciones no repetitivas
SCA15/16 ITPR Mutaciones no repetitivas
SCA17 TBP CAG/polyQ exp. (50-63)
SCAI18 7q22-q32 Desconocido
SCA19 KCND3 Desconocido
SCA20 11q12.3 Duplicacion gendmica
SCA21 TMEM240 Mutacion sin sentido
SCA22 KCND3 Delecion
SCA23 PDYN Variantes alélicas
SCA25 SCA25 Desconocido
SCA26 EEF2 Desconocido
SCA27 FGF14 Mutaciones no repetitivas
SCA28 AFG3L2 Mutaciones sin sentido
SCA29 ITPRI Mutaciones sin sentido
SCA30 |4g34.3-g35.1 Desconocido
SCA31 PLEKHGH4 Insercion TGGAA (2.5-3.8kb)
SCA35 TGM6 Variantes alélicas
SCA36 NOP56 GGCCTG (15-650)
SCA37 SCA37 Desconocido
SCA38 ELOVL5 Variantes alélicas
SCA40 CCDC88C Variantes alélicas
SCA41 TRPC3 Variantes alélicas
SCA42 CACNAIG Mutaciones sin sentido
SCA43 MME Mutaciones sin sentido




3.2 Expansion de poliglutaminas

La mayoria de las SCAs comparten sintomatologia por lo que se pensaria que la misma
mutacion es responsable de los diversos padecimientos, sin embargo, no funciona de tal
forma. De todas las SCAs solo la 1, 2, 3, 6, 7 y 17 son reconocidas como “enfermedades de
poliglutaminas” (Fan et al., 2014). La region poliglutaminica presente en diversas proteinas
esta definida por un umbral fisioldgico: Este se determina después de que el nimero de
repeticiones de la proteina se considera toxica. Se sabe que en algunas de las ENs las
proteinas polyQ tienden a acumularse en el ntcleo celular o en el citoplasma, y es de esta
manera que ganan funciones de toxicidad, las cuales afectan la expresion génica, la
organizacion, funcidn celular, etc. Cabe destacar que en los trastornos de expansion de
repeticion de trinucleotidos, la longitud de la repeticion expandida estd inversamente

correlacionada con la edad de inicio de la enfermedad (Krench, Cho, & Littleton, 2016).

Se ha demostrado que la SCA1l es causada por una expansion de repeticion de
trinucleotidos CAG, dentro de la region codificante de la proteina ataxina-1(ATXN-1). La
proteina ATXN-1 se encuentra en el nucleo de las neuronas y en el citoplasma en las
células periféricas, su funcion principal contribuye en la regulacion de la transcripcion y el
metabolismo del RNA (Matilla-Duefas, Goold, & Giunti, 2008). En reportes previos, se ha
esclarecido que cuando los ratones carecen ataxina-1 tienen deficiencias en el aprendizaje
espacial y motor. Ademas, presentan un deterioro de la plasticidad a corto plazo; sin
embargo en este modelo no se presenta ataxia ni degeneracion neuronal, lo que sugiere y
propone que la aparicion de la SCA1 no depende de la traduccion de la proteina en su
estado fisiologico natural, sino que se le atribuyen los mecanismos toxicos con ganancia de
funcion a la expansion polyQ de la ATXN-1 (Matilla-Dueiias et al., 2008).

Dentro de la clasificacion de las proteinopatias también se encuentra la SCA2, ésta al igual
que la SCA1 también es causada por una expansion de repeticion de trinucledtidos CAG
dentro de la region codificante de la proteina ataxina-2 (ATXN-2). Esta proteina reside en
el citoplasma de todas las células, sin embargo, la mayor expresion se presenta en las
células de Purkinje (Huynh, Del Bigio, Ho, & Pulst, 1999). La agregacion citoplasmatica o
acumulacion de la ATXN-2 ha sido reportada como un factor determinante para causar la

patologia SCA2 en los seres humanos y ratones. La funcion de la ATXN-2 es muy amplia



en el citoplasma de la célula, no obstante, ha sido relacionada particularmente con
funciones relacionadas al RNA, principalmente con la traduccion. En 1998 Neuwald y
Koonin determinaron a través de ensayos bioinformdticos que la secuencia primaria de
ATXN2 contiene motivos LSM conocidos por su participacion en el ‘splicing’ del RNA y
el metabolismo del RNAm en el citoplasma. Lo que apoya la hipdtesis de la ganancia de
funcion de ATXN-2 a partir de la expansion de la region de polyQs.

La SCA méas comun entre la poblacion mundial es la SCA3, mejor conocida como la
enfermedad de Machado-Joseph. La aparicion de la SCA3 esta relacionada con la presencia
de una expansion en la region polyQ de la proteina ataxina-3 (ATXN-3). La ATXN-3 en
condiciones normales estd involucrada en dos procesos celulares: represion de la
transcripcion (Evert et al.,, 2006; Li, Macfarlan, Pittman, & Chakravarti, 2002) y la
homeostasis proteica (Reina, Zhong, & Pittman, 2009). Sin embargo, no esta esclarecido si
estos dos procesos estan involucrados en la etiologia de la enfermedad. Estudios han
demostrado que ATXN-3 interactiia con Rad23 y VCP, lo que la involucra en la maquinaria
de degradacion proteica, por lo tanto cuando su region polyQ se extiende la ATXN-3 tiende
a plegarse erroneamente lo que conlleva a su ubiquitinacion y la formacion de las

inclusiones intranucleares (Berke, Chai, Marrs, Wen, & Paulson, 2005).

Existe otra SCA que se le denominé SCA6 y que al principio se pensaba que solo se trataba
de una canalopatia, sin embargo posteriormente se descubrid que existia una expansion en
la region de polyQs en la region C terminal de la subunidad alA del canal de calcio
CACNAI1A (Riess et al., 1997; Zuchenko et al., 1997) el cual estd altamente expresado en
las neuronas de Purkinje. Se ha reportado que en los cerebelos de los pacientes con SCA6
la proteina CACNAITA se agrega en el citoplasma de las neuronas de Purkinje, lo que
sugiere que no solo es una canalopatia sino que la proteina gana una funcion (Nakamura,

Yoshida, Miyazaki, Morita, & Ikeda, 2009).

Otro de los padecimientos en los que se involucra la expansion de poliglutaminas, es la
SCA7 en la que la proteina involucrada es la ataxina 7 (ATXN-7). Lo particular en esta
enfermedad es que los pacientes sufren una degeneracion de la retina (Helmlinger et al.,

2006), del sistema auditivo y somato sensorial (Fan et al., 2014). Ademas de presentar la



caracteristica agregacion de la proteina en el citoplasma de las células de Purkinje. ATXN-
7 forma parte del complejo SAGA, por lo que atin no queda claro la forma en que modula

las acetiltransferasas (HAT) en la transcripcion (Helmlinger et al., 2006).

Finalmente, de todas las SCAs, se encuentra la SCA17, la mutacion responsable para esta
enfermedad es la expansion de poliglutaminas en el gen que codifica para el factor
transcripcional TBP (Koide et al., 1999). Se sabe que esta proteina forma parte de la
maquinaria basal de la transcripcidn, por lo que se ha relacionado con la desregulacion de la
transcripcion cuando sus polyQs estan expandidas: Se ha descrito anteriormente que las
polyQs alteran la estructura de la proteina y afectan su asociacion al DNA o bien que esto
se deba a una ganancia o pérdida de funcion de la TBP (Friedman et al., 2007, 2008).
Ademas de esto, al igual que el resto de las SCAs, se ha reportado que cuando TBP posee la
region polyQ expandida, tiene la capacidad de agregarse en el nucleo de las células de
Purkinje, a diferencia que en el citoplasma en las otras SCAs, secuestrando factores de
transcripcion, lo que apoya la teoria que TBP con polyQs expandidas afecta la
transcripcion. Los pacientes con SCA17 padecen afecciones motoras, fallas en la marcha,
demencia, trastornos psiquiatricos, entre otros sintomas comunes entre las diversas SCAs.
Lo mas interesante y la gran pregunta que yace dentro de la patologia de SCA17, es su
especificidad de tejido, como es que una proteina expresada de manera sistémica solo

afecta al sistema nervioso central.

3.3 Estructura de los agregados polyQs

Los mecanismos moleculares por los cuales se forman las inclusiones /agregados proteicos
no estan del todo esclarecidos, asi como tampoco existe una estructura definida que define
los agregados proteicos, sin embargo, se han hecho estudios en los que se ha dilucidado
algunos mecanismos de como los agregados formados por mondmeros evolucionan a

convertirse en agregados oligoméricos.

Se ha reportado previamente que la polyQ expandida es una estructura enriquecida en
forma de lamina 3, similar a las fibrillas amiloideas presentes en Alzheimer. Lo que aun no

queda claro es si los agregados adoptan esta conformaciéon antes o después de su



polimerizacion, es decir, es si la transicion a una conformacion de lamina [ causa la
polimerizacion de polyQ o si la oligomerizacion de polyQ causa el cambio conformacional
(Hoffner & Djian, 2015).

El grupo de Perutz y colaboradores fue de los pioneros en descubrir la conformacion de los
agregados polyQ, ellos reportaron que las polyQ expandidas sintetizadas quimicamente,
bajo condiciones fisiologicas normales forman agregados ricos de estructuras de [3-tira
plegada. A partir de esto se propuso un modelo en el que las fibras polyQ estaban
compuestas por hélices B y B-tiras plegadas, por lo que propusieron que un solo giro
helicoidal con 20 residuos de polyQ seria inestable, por lo tanto, se eliminaria, pero dos
vueltas con un total de 40 residuos se mantendrian juntas por enlaces de hidrogeno entre
amidas de giros sucesivos formando asi cremalleras polares (Perutz et al., 1994). Siguiendo
los mismos principios del estudio anteriormente descrito, Wetzel y colaboradores
demostraron que péptidos sintéticos con regiones polyQ se transforman gradualmente de
estructuras enrolladas al azar solubles a fibrillas amiloideas con B-tira plegadas insolubles,
a pesar de que se logrd describir este cambio, no es posible atin determinar que provoca o

cuando sucede esta transformacion (Chen et al., 2002).

Ademas de adoptar conformaciones de -tira plegadas, se ha reportado previamente que las
regiones de polyQ pueden adoptar conformaciones parecidas a la de la a-sinucleina en la
enfermedad de Parkinson y del B-amiloide en Alzheimer. Sin embargo, se encontré6 que
antes de formar agregados de tipo amiloideo (B-tira plegadas) se forman especies

intermedias tales como oligdbmeros y protofibrillas (Poirier et al., 2002).

Se ha intentado a través del uso de diferentes técnicas de microscopia dilucidar las
estructuras que ademas de las anteriormente descritas estan presentes en estos agregados
proteicos, para asi describir no s6lo su estructura o lo que les confiere su toxicidad
caracteristica, sino también su formacion dentro de las células (Legleiter et al., 2010;

Nucifora et al., 2012; Olshina et al., 2010).

Aunque los mecanismos detallados sobre la agregacion de polyQ no se han dilucidado; se

conocen algunas de las estructuras que conforman estas agregaciones y, ademas, esta claro



que los la intervencion en los primeros eventos durante el proceso de agregacion, como la
transicion conformacional anormal a la estructura de ldmina-B y la formacién de
oligbmeros, son en este momento el objetivo terapéutico mas ideal para el desarrollo de la
terapia modificadora de la enfermedad de las enfermedades polyQ (Takeuchi & Nagai,

2017).

3.4 Modelado de enfermedades degenerativas en D. melanogaster

El primer acercamiento hacia la mosca de la fruta fue en 1900, cuando Charles W.
Woodworth, un entomoélogo estadounidense, propuso usar por primera vez a Drosophila
melanogaster como organismo modelo genético (Sturtevant, 1959). Ha sido a partir de
entonces que se han llevado a cabo cientos de estudios para justificar a D. melanogaster
como un organismo modelo.

A la fecha se conoce que los genes entre la mosca de la fruta y el ser humano estan
altamente conservados, y no sélo queda en los genes, sino que D. melanogaster posee un
sistema nervioso complejo y presenta comportamientos desarrollados tales como el
aprendizaje y la memoria, lo que la convierte en un excelente prospecto para estudiar la
disfunciéon neuronal y la muerte neuronal derivada de las diversas enfermedades
neurodegenerativas que ya se conocen (Chan & Bonini, 2000). Aproximadamente de todos
los genes humanos que estdn relacionados a diversas enfermedades un 75% tiene su
homologo en D. melanogaster (Yamamoto et al., 2014).

El modelado de enfermedades neurodegenerativas humanas en Drosophila melanogaster se
ha logrado a partir de la “humanizacion” de ésta, es asi que se consigue la expresion de la
proteina humana patogénica relacionada a la enfermedad en cuestion (Marsh & Thompson,
2006), usando del sistema binario GAL4/UAS (Brand & Perrimon, 1993). Una vez
“humanizada” D. melanogaster ofrece multiples ventajas para estudiar los mecanismos
moleculares y celulares que intervienen en la patogénesis de la enfermedad a estudiar, entre
ellos se encuentran que D. melanogaster posee un lapso de vida corto, un gran nimero de
progenie, una anatomia bien conocida y estudiada, promotores bien caracterizados para su
expresion en tiempo y tejido especifico, ademas de una amplia variedad de mutantes

(Venken & Bellen, 2005).



Entre los ejemplos actuales de los modelos de Drosophila de enfermedades
neurodegenerativas se encuentran: Alzheimer, PD, tauopatias, varios trastornos de
poliglutaminas (HD, SCA1, SCA3, atrofia muscular espinobulbar), ALS, enfermedades de
priones (PrD), distonia, expansiones no codificantes (SCAS8, distrofia miotdnica), y varios
trastornos recesivos, incluyendo el sindrome X-fragil y ataxia de Friedreich, entre otros (Xu

et al., 2015).

3.5 Enfermedades de poliglutaminas modeladas en D. melanogaster

Actualmente, existen 9 enfermedades relacionadas a la expansion de poliglutaminas: SCAI,
SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCA17, Atrofia dentatorubralpalidolusiana (DRPLA), Atrofia
muscular espino-bulbar (SMBA) y la enfermedad de Huntington (HD). Todas éstas causan
comparten algunas manifestaciones clinicas y son heredadas de forma autosémica

dominante.

Los primeros modelajes en D. melanogaster son SCA1 y SCA3 (Fernandez-Funez et al.,
2000; Warrick et al., 1998). El modelaje de SCA1 en D. melanogaster permitio dilucidar
los mecanismos genéticos y mecanismos moleculares subyacentes a la degeneracion
neuronal, expresando el gen SCA1 humano en Drosophila. Se encontr6d que altos niveles de
ATXN-1 wild-type pueden causar fenotipos degenerativos similares a los causados por la
proteina expandida. Ademas de corroborar que las moscas que expresan las proteinas con
regiones polyQs expandidas sufren de los efectos toxicos de éstas mismas. También se
describieron los modificadores involucrados en la desintoxicacion celular mediada por
GST, regulacion transcripcional y el procesamiento del RNA, los cuales revelaron

mecanismos patogénicos adicionales en la SCA1 (Fernandez-Funez et al., 2000).

Para SCA3, se cred un modelo de D. melanogaster con s6lo un segmento de la proteina
ATXN-3 que contenia la region expandida de poliglutaminas. A través del sistema binario
GAL4/UAS se dirigi6 la expresion a las neuronas fotoreceptoras, asi como a todas las
células involucradas en el desarrollo del ojo de la mosca de la fruta, usando el promotor
GMR. Esta expresion proteica promovid la formaciéon de inclusiones nucleares (NI) y

finalmente conllevo a la degeneracion celular. El fenotipo mas claro fue en con la proteina



con 78 glutaminas, que presentd ojos anormalmente delgados y severamente
despigmentados, debido principalmente a la pérdida severa de las células del ojo (Xu et al.,
2015). Sin embargo, a pesar de que todas las células fueron afectadas, las mas susceptibles
a la expresion del transgen fueron las neuronas. Estos resultados demostraron que los
mecanismos celulares de las enfermedades de expansion de poliglutaminas estan
conservados en invertebrados (Warrick et al., 1998). Sin embargo, el mismo grupo de
investigacion describié mas adelante que ATXN-3 patogena en moscas con SCA3 (Q78 o
Q84) conserva una funcidn de proteccion neuronal a través de un mecanismo mediado por
proteosoma (Warrick et al., 2005).

Otro grupo involucrado en el estudio de SCA3 es el de Lin y colaboradores, en el 2015
utilizaron el modelo de Warrick y cols. propuesto en 1998 y silenciaron la expresion de la
transglutaminasa (TG) por dos diferentes vias, la primera fue usando un RNA1 que suprimia
la traduccion de la TG y la otra fue, alimentando a las moscas con un inhibidor de esta
enzima (cistamina). Los autores demostraron que cuando la TG se encuentra silenciada ya
sea por RNAI1 o cistamina la degeneracion de las ommatidias se veia aumentada, asi como
el aumento del tamafo de los agregados causados por ATXN3. Estos hallazgos los llevaron
a la conclusion de que la TG es crucial en la neurotoxicidad provocada por ATXN3 en un

modelo de SCA3 en Drosophila melanogaster (Lin, He, Luo, Zhu, & Duan, 2015).

SCA7 se intentd6 modelar en D. melanogaster, sin embargo, a pesar de la creacion de
moscas transgénicas con una expansion de trinucledtidos CAG en la proteina ATXN-7, la
proteina permaneci6 estable independientemente del contexto en el que fuese expresada.
Por lo tanto, a partir de este reporte se genero la hipotesis de que durante la evolucion, la
presion selectiva permitidé que D. melanogaster desarrollara mecanismos robustos para
mantener las polyQs dentro de un rango controlado, lo cual no se observa en los mamiferos

(Jackson et al., 2005).

SMBA también ha sido descrita en D. melanogaster, en donde se observo que la proteina
de receptor de androgenos (AR) con la region de polyQs expandida tiene la capacidad de
translocarse al nucleo y activar la transcripcion via dependiente del AR (Nedelsky et al.,
2012).

También se ha modelado la HD en D. melanogaster y se ha observado el mismo fenotipo,



la degeneracion del ojo, caracteristica para estudiar este tipo de padecimientos. Se observo
que las lineas de moscas con las polyQs expandidas HD-Q75 y HD-Q120 muestran una
morfologia de ojo normal y la estructura ommatidial intacta en el dia de la eclosion (dia 0),
pero al dia 10, un subconjunto importante de rhabdémeros se ven interrumpidos, con una
obvia degeneracion mas grave en las moscas HD-Q120 que en HD-Q75 (Zhang et al.,

2010).

Otro de los modelajes que ha surgido en los ultimos afios es el de SCA6. En el afio 2015,
Tsou y colaboradores, describieron la generacion y caracterizacion de los primeros modelos
de SCA6 en Drosophila melanogaster, que expresan la proteina al ACT humana completa
con una region polyQ normal o expandida. Los autores demostraron que la proteina al ACT
con la region polyQ expandida recapitula la naturaleza degenerativa de SCA6 al ser
expresada en varios tejidos de moscas, ademas que también presenta la capacidad de formar
agregados. El fenotipo caracteristico de los agregados en los ojos de la mosca de la fruta,
identifican una co-chaperona DnaJ-1 como un posible blanco terapéutico. La
sobreexpresion de ésta suprime casi del todo la degeneracion causada por la expansion
polyQ en al ACT. Asimismo mejord el tiempo de vida que se habia visto afectado con la
expansion de polyQ y también propicié una disminucion de la cantidad y tamafio de los
agregados, por lo que esta co-chaperona parece estar altamente involucrada en la regulacion
de la agregacion de estas proteinas en SCA6 modelada en D. melanogaster (Tsou et al.,

2015).

Adicionalmente, Jun Ma y cols., establecieron un modelo de SCA17 en Drosophila, en el
cual expresaron hTBP34, 54 y 80Q en el ojo de la mosca de la fruta. Las moscas
transgénicas que expresaban una proteina mutante hTBP con un tracto polyQ expandido
(hTBP80Q) exhibieron degeneracioén progresiva en las ommatidias del ojo, caracteristica
que fue extrapolada con la neurodegeneracion presente en los cerebros de los pacientes con
SCA17. Los autores se centraron principalmente en la expresion génica, la cual midieron
con microarreglos, en los cuales se encontraron desregulaciones en la transcripcion y
sugirieron que la actividad del factor de transcripcion Su(H) esta involucrado en la

progresion patologica en los pacientes SCA17 (Ren et al., 2011).



Debido a todos los antecedentes anteriormente descritos, en esta tesis se propone el
modelando la expresion de las proteinas hTBP34Q y hTBP80Q en el cerebro de la mosca
de la fruta, para determinar y elucidar los mecanismos de toxicidad que producen estas

proteinas en el cerebro de Drosophila melanogaster.



4. JUSTIFICACION

La importancia del esclarecimiento de la etiologia y patologia de la ataxia espinocerebelosa
17 (SCA17) justifica el estudio exhaustivo y el desarrollo de modelos de la enfermedad lo
mas cercano posible a como el padecimiento se manifiesta en el ser humano.

En esta tesis se propuso el organismo modelo Drosophila melanogaster para replicar la
patologia SCA17. D. melanogaster, comparte principios de organizacion y funcion corporal
con el ser humano, ademas de poseer un genoma altamente estudiado y menos repetitivo;
alrededor del 75% de los genes que causan enfermedades en el humano poseen un
homologo en el genoma de la mosca de la fruta. También, es importante destacar que su
sistema nervioso estd altamente desarrollado y ha permitido realizar estudios avanzados en
el area de la neurobiologia.

El modelaje de SCA17 en Drosophila melanogaster nos permitié determinar el patron de
agregacion de las proteinas estudiadas (hTBP34 y 80Q), también, dilucido la
neurotoxicidad de éstas en el cerebro y ojo de la mosca. Asi mismo, nos permitio evaluar la
presencia de neurodegeneracion dependiente de la expansion de glutaminas y edad de la
mosca; ademds de estudiar la afectacion de la marcha de la mosca de la fruta a
consecuencia de la expresion de las proteinas hTBP34 y 80Q en el cerebro de ésta.

La ventaja mas importante en el modelaje de enfermedades neurodegenerativas en
Drosophila melanogaster, es que se pueden estudiar de forma répida, es decir, se pueden
analizar al mismo tiempo diferentes generaciones de moscas; €éstas permitieron entender el
progreso de la neurodegeneracion de SCA17 y sus consecuencias.

Este tipo de modelos representan un escalon mas cerca para brindar alternativas de
intervencion médica para estos padecimientos, y, de esta forma conseguir en un futuro que

el deterioro cognitivo y funcional, causado por este tipo de enfermedades pueda ser tratado.



5. HIPOTESIS

La presencia de poliglutaminas expandidas en la proteina hTBP forma agregados en el

cerebro de D. melanogaster provocando neurodegeneracion y afectando su marcha.



6. OBJETIVO DEL TRABAJO

6.1 Objetivo general
Determinar el efecto neuropatoldgico de hTBP con la region de poliglutaminas extendidas

en la degeneracion neuronal y su afectacion en la capacidad motriz en D. melanogaster.

6.2 Objetivos especificos
= Detectar los agregados de hTBP con las diferentes expansiones de polyQ 34 y 80 en
el cerebro de D. melanogaster.
= Evaluar la presencia de neurodegeneracion debida a la expresion especifica de
hTBP con las expansiones de 34 y 80Q
= Analizar la capacidad motriz de hTBP con las expansiones de 34 y 80Q a través de

los ensayos de escalada en adultos de D. melanogaster.



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Expresion de hTBP 34Q y 80Q en el cerebro y ojos de D. melanogaster
7.1.1 Generacion de las moscas transgénicas pUAST-hTBP34Q y 80Q

Los plasmidos fueron obtenidos mediante donacién del laboratorio del Dr. Jun-Ma, se
caracterizaron con enzimas de restriccion diagnosticas, se confirmaron mediante
secuenciacion Sanger utilizando el servicio de la compafiia Macrogen, USA y se mandaron
microinyectar a la compafiia Best Gene Inc ©, Chino Hills, California para la generacion de

las moscas transgénicas con el sistema de transformacion por elemento P.

7.1.2 Amplificacion y mantenimiento de las moscas transgénicas productoras y
reporteras

Las lineas de D. melanogaster que fueron utilizadas en este proyecto se amplificaron en

tubos con comida estandar (agar, harina de maiz, azlcar, levadura y propionato de sodio)

suplementadas con levadura activa seca a 20° C. Todas las cruzas se mantuvieron a 20° C y

se transfirieron a viales o frascos (dependiendo de la densidad de poblacion) con comida

fresca una vez a la semana. Las lineas de moscas transgénicas productoras y reporteras

usadas durante el desarrollo del presente trabajo se describen a continuacion:

» GMR-GALA4: Esta linea productora dirige la expresion del gen reportero hacia los
fotoreceptores de D. melanogaster, en este caso el promotor se encuentra en el
cromosoma 2.

= ELAV-GAL4: ELAV estéd encargado de dirigir la expresion en células progenitoras
neurales y células gliales embrionarias, la linea con la que se trabajo posee el
promotor en el cromosoma 2.

= UAS-hTBP34Q: Esta linea reportera posee el gen que codifica la hTBP con 34
poliglutaminas, este gen se encuentra en el cromosoma 3.

= UAS-hTBP80Q: Esta linea reportera posee la hTBP con 80 poliglutaminas, este
gen se encuentra en el cromosoma 3.

= UAS-GFP: Esta linea reportera posee el gen que codifica para la GFP, éste se

encuentra en el cromosoma 3.



7.1.3 Sexado de las moscas transgénicas

Para llevar a cabo las cruzas de interés, las moscas transgénicas fueron sexadas con base al
dimorfismo sexual que presentan, el criterio de sexado se basd en las siguientes
caracteristicas:

a) El tamafo, las hembras tienden a ser mas grandes que los machos.

b) El abdomen, los machos tienen en su extremo terminal tres segmentos fusionados
melanizados; mientras que las hembras no tienen fusionados estos segmentos y
presentan una coloracion uniforme, ademas de que el final del abdomen es
puntiagudo en contraste con el del macho, el cual es practicamente redondo.

c¢) Los peines sexuales, la presencia de peines sexuales (sex comb reduced) en la
region basal del tarso del primer par de patas, es una caracteristica perteneciente a
los machos (Ramos et al., 1993).

Se realizo la recoleccion de hembras virgenes para su posterior cruza con los machos de la
linea deseada, esto se llevo a cabo durante un periodo no mayor a 8 h de haber eclosionado
para asi evitar su cruza con los machos.

Las cruzas de las moscas transgénicas se realizaron en la proporcion 3:1 (hembra:macho),
se dejaron aparear al menos durante 24-72 h a 20° C. Se mantuvieron en sus respectivos

frascos con comida estandar.

7.1.4 Analisis de la expresion especifica de tejido usando los promotores GMR y

ELAV

Antes de realizar las cruzas de interés, en primera instancia se procedid a realizar la
expresion de la proteina verde fluorescente GFP de forma tejido especifico, para lo cual se
evalud la capacidad de las lineas productoras para dirigir la expresion de la proteina GFP
(linea reportera) de interés en el tejido correspondiente. En la Figura 2 se ilustra el
funcionamiento del sistema binario GAL4/UAS. La determinaciéon de la expresion de
proteina GFP se realiz6 a través del microscopio confocal Olympus BX61W1 con un

modulo FV1000.
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Figura 2. Expresion del gen de interés a través del sistema GAL4/UAS. El gen de levadura GAL4 codifica
para una proteina transactivadora, la cual fue introducida al genoma de D. melanogaster y su expresion es
regulada por un potenciador especifico de tejido en la linea productora que expresard GAL4 en tejidos y
células especificas a donde se dirige. Las lineas reporteras contienen el gen de interés (Gen X) subclonado rio
abajo de sitios de unioén para GAL4 (UAS). Cuando se cruza la linea productora con la reportera, la progenie
expresarda GAL4 en el tejido especifico del promotor o potenciador y ésta reconocera las secuencias UAS, lo
que a su vez permitira la expresion del Gen X de interés.

El ensayo de expresion de GFP-tejido especifico se realizdo en los ojos y cerebro de la
mosca de la fruta. Para dirigir la expresion de GFP a los ojos de Drosophila melanogaster
se cruzaron 12 hembras virgenes de la linea GMR-GAL4 con 4 machos de la linea UAS-
GFP, y el 50% de la descendencia de esta cruza se espera que exprese GFP en los ojos. La
expresion de GFP se evalud en el disco imaginal ojo-antena de la larva de la mosca de la
fruta. En cambio, para evaluar el promotor ELAV-GALA4, se realizo6 la cruza de 12 hembras
virgenes de la linea ELAV-GAL4 con 4 machos de la linea UAS-GFP, de igual manera se
espera que el 50% de la progenie exprese GFP en el cerebro, esta fluorescencia se evalud

en el cerebro de la mosca adulta.

7.1.5 Cruzas genéticas para la expresion hTBP en el cerebro y ojos de D.

melanogaster

La expresion de hTBP en el cerebro de D. melanogaster fue dirigida con el potenciador
ELAV-GALA4 y la expresion en los ojos fue a través del potenciador GMR-GAL4. En todas

las cruzas se colectaron 30 hembras virgenes de las lineas potenciadoras (ELAV-GAL4 y



GMR-GALA4) y se cruzaron con 10 machos de la linea UAS (UAS-hTBP34Q o UAS-
hTBP80Q). Las cruzas se mantuvieron en frascos con comida fresca, se dejaron aparear de

24-72 h'y se mantuvieron a 18° C.

En la Figura 3 se muestra el diagrama de cruzas utilizado para la expresion en el ojo usando
GMR-GALA4 y las lineas UAS-hTBP34Q y UAS-hTBP80Q. Estas cruzas se utilizaron en el

modelaje de degeneracion de las ommatidias debido a la expansion de poliglutaminas.
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Figura 3. Esquema de cruzas genéticas para dirigir hTBP34Q y hTBP80Q a los ojos de Drosophila. El
diagrama de cruzas genéticas muestra la cruza de la linea promotora GMR-GAL4 con las lineas reporteras
UAS-hTBP34Q y UAS-hTBP80Q usando el sistema binario UAS/GAL4. Los genotipos esperados se
muestran indicados en el recuadro rojo (1/8 de la descendencia).

En los experimentos de agregacion proteica, muerte celular y habilidad de escalada, las
cruzas genéticas que se utilizaron estan descritas en la Figura 4, con estas cruzas se dirigio
la expresion de hTBP34Q y 80Q usando las lineas UAS-hTBP34Q y UAS-hTBP80Q con
potenciador ELAV-GALA4.
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Figura 4. Esquema de cruzas genéticas para dirigir h-TBP34Q y hTBP80Q al cerebro de Drosophila. El
diagrama de cruzas genéticas muestra la cruza de la linea promotora ELAV-GAL4 con las lineas reporteras
UAS-hTBP34Q y UAS-hTBP80Q usando el sistema binario UAS/GAL4. Los genotipos esperados se
muestran indicados en el recuadro rojo (1/8 de la descendencia).

7.1.6 Colecta de F1 de cada una de las cruzas genéticas

La progenie F1 de las cruzas descritas en las figuras 3 y 4 fueron seleccionadas de acuerdo
a los marcadores fenotipicos especificos como se describe en la Figura 5. La F1 selecionada
de la cruza GMR-GAL4 x UAS-hTBP34Q correspondié a un fenotipo de alas lisas, cerdas
humerales normales y cerdas esternopleurales pobladas (Figura 5A). En la cruza GMR-
GAL4 x UAS-hTBP80Q la descendencia seleccionada fue un fenotipo de alas lisas y cerdas
dorsocentrales normales (Figura 5B). En cambio, para la cruza ELAV-GAL4 x UAS-
hTBP34Q la progenie seleccionada presento alas lisas, cerdas humerales normales y cerdas
esternopleurales pobladas (Figura 5C). Finalmente, la F1 colectada en la cruza ELAV-
GAL4 x UAS-hTBP80Q fue de alas lisas y cerdas dorsocentrales normales (Figura 5D). Al
momento de seleccionar la progenie, se rechazaron en su totalidad la presencia de alas
rizadas puesto que uno de los genotipos es para Cyo es (SP/Cyo) y podria ser confundido
con ELAV/Cyo. Adicionalmente, se siguié desde el momento de su eclosiéon y se
clasificaron en cuatro grupos: 1, 10, 20 y 50 dias después de haber eclosionado. Los adultos

(el sexo es indiferente) fueron colectados de cada uno de los grupos de edad.
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Figura 5. Seleccion de los fenotipos F1 en las cruzas genéticas con GMR y ELAV. (A) El fenotipo
deseado para la descendencia de la cruza GMR-GAL4 x UAS-hTBP34Q correspondié a alas lisas, cerdas
esternopleurales pobladas y cerdas humerales normales. (B) El fenotipo para la F1 de la cruza GMR-GAL4 x
UAS-hTBP80Q seleccionado fue de alas lisas y cerdas dorsocentrales normales. (C) Las caracteristicas
fenotipicas de la descendencia de la cruza ELAV-GAL4 x UAS-hTBP34Q son alas lisas, cerdas
esternopleurales pobladas y cerdas humerales normales. (D) Alas lisas y cerdas dorsocentrales normales
fueron selecionadas en la progenie de la cruza ELAV-GAL4 x UAS-hTBP80Q.

7.1.7 Analisis de supervivencia

Para evaluar el efecto de las mutantes de hTBP34Q y hTBP80Q, de las cruzas descritas en
la figura 4 se realizo una curva de supervivencia utilizando las moscas adultas (n = 100, de
cada una de las lineas) que expresan las proteinas hTBP con las diferentes longitudes de
polyQ. Las moscas que expresaban hTBP34 o 80Q en el cerebro fueron comparadas contra
las lineas ELAV-GAL4 y Oregon (wild-type), las cuales fueron utilizadas como control
para asegurar que la linea promotora (ELAV-GAL4) no afectaba la esperanza de vida de la
mosca de la fruta y, Oregon siendo la mosca wild-type, representd en su totalidad el

comportamiento normal de este organismo.



7.1.8 Modelaje de h'TBP con las diferentes expansiones poly Q 34 y 80 en el ojo de D.
melanogaster
Se reprodujeron los experimentos propuestos por Ren, Jie et al., 2011, en los cuales se
dirigi6 la expresion de hTBP34Q y hTBP80Q hacia el ojo de la mosca de la fruta para
observar el deterioro del tejido de acuerdo a la expansion polyQ utilizada. La cruza que se
realizd esta descrita en la figura 3, para lo cual se cruzaron 100 hembras virgenes de la linea
GMR-GAL4 con 30 machos de las lineas UAS-hTBP34Q y UAS-hTBP80Q. Estos
experimentos se utilizaron como controles para comparar la toxicidad de las proteinas en
cuestion. De la descendencia de las cruzas, se siguieron 20 moscas de cada expansion de

polyQs (34Q y 80Q) durante 50 dias para evaluar el progreso del fenotipo.

7.1.9 Diseccion de los cerebros de adultos

Los cerebros de las moscas adultos que expresaban hTBP34Q o hTBP80Q en el cerebro de
cada uno de los grupos de edad (2, 10, 20 y 50 dias) fueron disecados en paraformaldehido
al 4% diluido en PBS 1X con 0.1% Triton a pH 7 y posteriormente fijados en
paraformaldehido al 4% (peso/vol) en PBS 1X a temperatura ambiente durante 60 min de

acuerdo a Tito, Cheema, Jiang, & Zhang, 2016.

7.1.10 Deteccion de hTBP en el cerebro de D. melanogaster mediante
inmunofluorescencia

Los cerebros, después de haber sido extraidos y fijados, fueron lavados tres veces en PBS
1X. Posteriormente se hicieron 5 enjuagues en una solucion de PBT 1X y se elimind el
sobrenadante. Consecutivamente, los cerebros fueron bloqueados durante 3 horas en una
solucion de PBT 1X con 5% de suero de caballo, 5% de suero de cabra y 5% de suero fetal
bovino, después se afiadid en anticuerpo primario Anti-TATA binding protein (Abcam,
ab818) (1:200) diluido en la misma solucion de bloqueo y se incubd toda la noche a 4°C.

Al término de la incubacion, se lavaron 5 veces los cerebros en PBT 1X, dejando durante 5-
10 min en la solucion entre cada lavado y se procedid a bloquearlos de nuevo en la misma
solucion durante 3 horas. Después se agreg6 el anticuerpo secundario, Anti-IgG de raton
acoplado a AlexaFluor 488 (1:1000) diluido de igual manera en la solucion de bloqueo, y se

incubo toda la noche a 4°C.Al término de las incubaciones, las muestras se lavaron 3 veces



con PBT 1X, dejandolas 10 min en la solucion entre cada lavado de acuerdo al protocolo
estipulado por Etchegaray et al., en el 2016. Posteriormente se retir6 cuidadosamente el
sobrenadante y se incubaron en DAPI 1:10000 en PBS 1X. Finalmente, los cerebros se
montaron en VECTASHIELD (Vector Laboratories). Las micrografias de las
inmunofluroescencias fueron tomadas a través de microscopia confocal-laser con un
microscopio Olympus BX61W1 con un modulo FV1000. Se procesaron 6 cerebros por
grupo de edad y expansion de glutamina y se analizaron en tres experimentos

independientes. Las imagenes obtenidas fueron analizadas en el software Imagel.

7.2 Evaluacion de la muerte celular con los agregados de hTBP 34 y 80Q

7.2.1 Ensayo de TUNEL

Las moscas que se utilizaron en este experimento, provienen la descendencia de la cruza
descrita en la figura 4. Para analizar la neurodegeneracion debida a la expresion de
hTBP34Q o hTBP80Q en el cerebro se utilizo el sistema TUNEL fluorométrico DeadEnd
(Promega). Se procesaron 6 cerebros por grupo de edad (2, 10, 20 y 50 dias) y expansion de
glutamina (hTBP34Q y hTBP80Q) y se analizaron en tres experimentos independientes.

El tejido se incubd durante 10 min en 20 ul del buffer de equilibrio en agitacion suave.
Después se retird el buffer de equilibrio y se afiadio6 el buffer de incubacion para transferasa
terminal desoxinucleotidil recombinante (rTdT) (45 pl buffer de equilibrio, 5 pl de
nucleétidos, 1 pl de la enzima rTdT). A continuacion, las muestras se incubaron durante 3 h
a 37° C. Posteriormente, la reaccion se detuvo con la adicion de 300 pl de solucion de 2X
SSC en agitacion suave durante 1 min. La solucion se retird y se sustituyd con otros 300 ul
de 2X SSC, rotando durante 15 min. El tejido se lavd tres veces en PBT en constante
agitacion suave en un total de 30 min. Finalmente, las muestras fueron colocadas en
Vectashield (Vector Laboratories). De acuerdo al protocolo descrito por Etchegaray et al.,
2016. Las senales fluorescentes se detectaron mediante microscopia confocal-laser con un
microscopio Olympus BX61W1 con un médulo FV1000. Las imagenes obtenidas fueron

analizadas en el software ImageJ.



7.3 Analisis de la marcha con hTBP 34 y 80Q

7.3.1 Prueba de escalada

Las moscas que se utilizaron en este ensayo provienen de la cruza descrita en la figura 4.
Se utilizaron 20 moscas de cada expansion de glutaminas (hTBP34Q y hTBP80Q) y de
cada grupo de edad (2, 10, 20 y 50 dias), estas moscas se siguieron durante 55 dias y la
prueba se realiz6 cada dos dias. La prueba de escalada se llevo a cabo en tubos de vidrio de
acuerdo al método descrito por Barone & Bohmann en 2013. El ensayo consistié en medir
la capacidad para escalar de las moscas. Para llevarlo a cabo se traz6 una marca a una altura
de 3 cm en los viales, la cual deberia de ser pasada por las moscas en 5 segundos o menos,
se hicieron 10 repeticiones de cada ensayo, golpeando al mismo tiempo los viales para
bajar las moscas y volver a contar cuantas subian. Se tom6 nota del total de moscas que
pasan los 3 cm en 5 segundos o0 menos y las diez repeticiones se promediaron para después
comparar los grupos con un ANOVA de dos vias seguido de correcciones de Bonferroni.

Este experimento se realizd con el apoyo de una camara digital para grabarlo, un
crondmetro para tomar el tiempo y una computadora en donde se analizd el video

posteriormente.

7.4 Pruebas estadisticas

El total de agregados proteicos en el cerebro de D. melanogaster, la muerte celular y la
prueba de escalada se midieron y analizaron cada uno utilizando un ANOVA de dos vias
seguido por correcciones de Bonferroni. Las pruebas estadisticas fueron realizadas en el

software GraphPad Prism.



8. RESULTADOS

8.1 Expresion de hTBP 34 y 80Q en el cerebro y ojos de D. melanogaster

Para realizar la deteccion de los agregados de hTBP, primeramente, estandarizamos el uso
del sistema binario UAS-GALA4 para dirigir la expresion especifica de GFP al cerebro y al
ojo de Drosophila usando los potenciadores ELAV y GMR respectivamente y
posteriormente dirigimos las proteinas hTBP 34Q y 80 Q en el cerebro de la mosca de la

fruta.

8.1.1 Expresion especifica de tejido usando GMR y ELAV

Antes de realizar la deteccion de hTBP en Drosophila, se analizaron los potenciadores
GMR-GAL4 y ELAV-GAL4 con la finalidad de dirigir la expresion de GFP en el tejido
correspondiente a cada promotor y evaluar su actividad para dirigir la expresion tejido-
especifica. Las figuras 6 y 7 muestran la direccidon especifica de expresion de GFP en el
disco imaginal ojo-antena en la regidon posterior al surco morfogenético del ojo y en el

cerebro de la mosca de la fruta con los potenciadores utilizados.

La figura 6 muestra un disco imaginal ojo-antena, proveniente de una larva de la F1 de la
cruza descrita en la figura 3. En el cuadrante A, se observa un disco imaginal ojo-antena en
campo claro y en el cuadrante B se puede observar la fluorescencia verde correspondiente a
GFP en la region posterior al surco morfogenético del ojo. De acuerdo a este resultado, se
pudo comprobar la direccion de la expresion de la proteina GFP hacia el disco imaginal que

cuando la larva se desarrolla dard lugar al ojo de la mosca de la fruta.



Figura 6. Expresion del promotor GMR-GAL4 a la region posterior al surco morfogenético del ojo de
D. melanogaster. La cruza GMR-GAL4 x UAS-GFP muestra la sefial de GFP en los discos imaginales de los
ojos de Drosophila, dirigida con el promotor especifico de tejido GMR. (A) Disco imaginal de ojo-antena,

micrografia en campo claro. (B) Expresion de la proteina GFP en la region posterior al surco morfogenético
del ojo; corroborando la funciéon de GMR-GAL4 (n = 6).

En la figura 7, se muestra el cerebro de una mosca adulto proveniente de la descendencia de
la cruza descrita en la figura 4. En el panel A se observa en luz clara el cerebro de la mosca
de la fruta; en el panel B, se observa la fluorescencia de la proteina GFP. Con estos
resultados se pudo corroborar la direccion de la expresion de GFP al cerebro de la mosca de

la fruta.

Figura 7. Expresion del promotor ELAV-GAL4 al cerebro de D. melanogaster. La cruza ELAV-GAL4 x
UAS-GFP dirige la expresion de la proteina GFP al cerebro de D. melanogaster. (A) Micrografia tomada en
campo claro que muestra el cerebro de D. melanogaster. (B) Expresion de la proteina GFP en el cerebro de
Drosophila (n = 6).

Estos resultados en conjunto comprobaron la funcionalidad de los dos promotores GMR y

ELAV, por lo que fue posible continuar con la expresion de hTBP.



8.1.2 hTBPS80Q en el cerebro de Drosophila melanogaster es neurotoxica y acorta su

tiempo de vida

Para evaluar el efecto de las mutantes de hTBP34Q y hTBP80Q, se realiz6 una curva de
supervivencia utilizando las moscas adultas que expresan las proteinas hTBP con las
diferentes longitudes de polyQ, éstas provenian de la progenie de la cruza descrita en la
figura 4. Se siguieron 100 moscas de cada una de las lineas. Las moscas que expresan
hTBP80Q exhibieron un tiempo de vida acortada en comparacion con las que expresan
hTBP34Q (Figura 8). A la edad de 51 dias, ninguna de las moscas que expresan hTBP80Q
sobrevivid, mientras que aproximadamente la mitad de las moscas que expresaron
hTBP34Q se mantuvieron con vida. La curva de supervivencia de hTBP34Q y hTBP80Q
fue comparada contra las lineas ELAV-GAL4 y Oregon (wild-type) utilizadas como control
para estar seguros que la linea promotora (ELAV-GAL4) no afectaba la esperanza de vida
de la mosca de la fruta. Es importante mencionar que a pesar de que no es estadisticamente
significativo, hTBP34Q y ELAV-GAL4 también presentan muerte prematura en
comparacion con la linea wild-type. Estos resultados demuestran una esperanza de vida
acortada de las moscas que expresan hTBP80Q y muestran que hTBP80Q es toxica
provocando mortalidad temprana en la mosca de la fruta, la cual es una caracteristica de la

patologia compartida entre Drosophila melanogaster y humanos con la patologia SCA17.
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Figura 8. La expresion de hTP80Q en el cerebro de Drosophila melanogaster acorta su tiempo de vida.
El tiempo de vida de las moscas hTBP 34 y 80Q se determino en la curva de sobrevivencia. No se observo
ningun deceso hasta después de los 15 dias de observacion. A partir del dia 15, el grupo de moscas de
hTBP80Q comenzo a decaer y en el dia 23 y 51 se encontr6 diferencia altamente significativa (ANOVA con
correcciones de Bonferroni, p < 0.0001) entre este grupo de moscas y el de hTBP34Q. Se utilizaron los
controles ELAV-GAL4 y Oregon (wild-type).

8.1.3 hTBP 34 y 80Q afectan el fenotipo del ojo de 1a mosca

El modelaje de la expresion de hTBP34Q y hTBP80Q dirigidas al ojo de Drosophila
melanogaster con GMR-GALA4 (Ellis, O’Neill, & Rubin, 1993) se analizo6 a diferentes dias
(1, 10,20 y 50) después de haber eclosionado. Las moscas que se analizaron y siguieron en
este experimento son parte de la F1 de la cruza descrita en la figura 3. Se obtuvieron
alrededor de 15 moscas expresando el fenotipo esperado para cada expansion de
glutaminas, lo cual correspondid al 1/8 de la descendencia como se esperaba. Cabe destacar
que las fotografias que se reportan en la figura 9 son de un solo organismo que se sigui a
través del tiempo.

En la Figura 9 A, se observa el ojo de D. melanogaster un dia después de haber
eclosionado, se distingue una ligera decoloracion en el perimetro del ojo. Para el dia diez y
veinte (Figura 9 B y C), sigui6 presente la decoloracion en el perimetro del ojo, pero no
parecio deteriorarse dependiendo del tiempo, de acuerdo a lo observado hasta el dia

cincuenta (Figura 9 D). Conforme a estas observaciones se pudo concluir que la expansioén



de poly 34Q es ligeramente toxica para el tejido, debido a la decoloracion observada en el
ojo de la mosca de la fruta.

En cambio, cuando hTBP80Q fue expresada en el ojo, a partir del dia 1 (Figura 9 E) se
pudo observar una decoloracion mas intensa en el perimetro y en el extremo inferior
izquierdo comenzo a aparecer una mancha de un color mas tenue que el resto del ojo. El
fenotipo al dia diez (Figura 9 F) se denot6 distinto, el color del ojo cambid y fue més clara
la definicion de la pérdida de color en el perimetro, ademas, la presencia de la mancha
blanca fue mas notoria puesto que el color de ésta fue mucho mas claro que el resto tejido.
La Figura 9 G muestra el dia veinte donde el tono del ojo cambié de nuevo, y, se observo
un color rojo mas oscuro con los bordes blancos, ademds de la aparicion de un
blanqueamiento més definido, el cual parece ser progresivo de acuerdo a la edad de la
mosca. Finalmente, al dia cincuenta (Figura 9 H) la pérdida de pigmentacion en el ojo de la
mosca se vio mucho més pronunciada y esparcida, sin embargo, el orden de las omatidias

nunca se vio afectado.
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Figura 9. Expresion de hTBP34Q y hTBP80Q dirigida a los ojos de Drosophila melanogaster. La
micrografias en campo claro del ojo de Drosophila muestran que la expresion de hTBP34Q y hTBP80Q
dirigida con GMR causan afectaciones en el fenotipo del ojo de la mosca de la fruta. (A-D) Expresion de
hTBP34Q a diferentes tiempos: 1, 10, 20 y 50 dias después de haber eclosionado, el fenotipo causado por
hTBP34Q no es agresivo, se aprecia una ligera decoloracion persistente a lo largo de los dias en el perimetro
del ojo. (E-H) Expresion de hTBP80Q a 1, 10, 20 y 50 dias después de la eclosion. (E) Al dia 1, se aprecia
una despigmentacion en el perimetro del ojo. (F) La decoloracién es mas intensa y se aprecia la aparicion de
una ligera mancha blanca en la parte izquierda-central del ojo. (G) El cambio de color en el ojo es evidente, el
perimetro es completamente blanco y ademds se aprecia una mancha blanca bien definida. (H) La
decoloracion se ha diseminado hacia el centro del ojo, al dia 50 por lo que la proteina hTBP80Q parece ser
mas toxica que el resto de los otros dias.

8.1.4 Los agregados de hTBP 34 y 80Q en el cerebro de Drosophila son dependientes
de la edad

Los cerebros que se analizaron en este experimento corresponden a la descendencia de la
cruza descrita en la figura 4. La progenie se dividi6 en cuatro grupos de edad a estudiar: 2,
10, 20 y 50 dias después de haber eclosionado.

En el grupo de 2 dias de edad que expresa hTBP34Q se detectd una expresion tenue de la
proteina sin presencia de agregados (Figura 10 A’), en cambio para el grupo que expresa

hTBP80Q se detectd la presencia de agregados proteicos (Figura 10 B’) principalmente en



la medulla, protocerebro ventrolateral anterior y el ganglio gnathal adulto. Ambos grupos
fueron comparados utilizando un ANOVA de dos vias, seguido por correcciones de
Bonferroni y se obtuvo una p < 0.0001, obteniendo diferencia altamente significativa entre
los grupos de dos dias de edad.

En el caso del grupo de 10 dias, hTBP34Q se vio expresada en todo el cerebro,
apreciandose la sefial verde homogénea (Figura 10 C’), pero, sin presencia de agregados; en
contraste en las moscas que expresan hTBP80Q se apreciaron agregados focalizados
(Figura 10 D’) en las regiones cerebrales como el centro motor y antenal mecanosensorial,
wedge, vest, protocerebro ventrolateral anterior, ganglio gnathal adulto y comienzan a
aparecer en medulla y lobulla, lo cual se espera que con el paso de los dias presenten
fluorescencia de manera mas intensa. Para determinar si existia diferencia significativa
entre las intensidades de fluorescencias de los cerebros de las moscas de 10 dias de edad se
realizd un ANOVA de dos vias con correcciones de Bonferroni y se obtuvo una p < 0.0001.
Ademas, se compararon los grupos hTBP80Q de 2 dias de edad en comparacion con el
grupo de 10 dias y se obtuvo una p < 0.0001, por lo que se puede concluir que los

agregados proteicos al dia 10 presentan mayor fluorescencia que los del dia 2.

Al dia 20, los grupos mostraron la expresion de ambas proteinas hTBP34Q y hTBP80Q.
hTBP34Q (Figura 10 E’) se comportd de manera similar a la observada en el dia 10,
distribuida en el cerebro de forma casi uniforme con una fluorescencia ligera y, de igual
manera que a los dias 2 y 10, no se observo la presencia de agregados. El cerebro de las
moscas que expresaban hTBP80Q (Figura 10 F’) mostraron agregados mas grandes y mas
fluorescentes, en las mismas regiones antes descritas, en comparacion con los observados
en el dia 10 (p = 0.0012, ANOVA con correcciones de Bonferroni), indicando que los
agregados presentes al dia 20 son mas grandes que al dia 10, lo cual nos permitid
corroborar que mientras mas longevidad presente mosca, mas prominentes son los
agregados. Cabe destacar que también se compararon las intensidades de fluorescencia
entre las moscas que expresaban hTBP34Q y hTBP80Q de 20 dias de edad y se calcul6 un
valor de p < 0.0001, por lo que se considera que la diferencia entre hTBP34Q y hTBP80Q
es altamente significativa, es decir, los agregados causados por hTBP80Q son mas grandes

que los de hTBP34Q.



Finalmente, al dia 50 en contraste con lo obtenido anteriormente para las moscas
hTBP34Q, ya no se observd la expresion de la proteina de manera homogénea, pero,
aparecieron pequeios agregados principalmente en el ganglio nathal adulto (Figura 10 G”).
También, en el caso de hTBP80Q los resultados que se obtuvieron variaron un poco en
comparacion con los reportados para los dias 10 y 20. En este caso los agregados no
aumentan de tamafio ni de intensidad de fluorescencia, s6lo se mantuvieron aparentemente
estables en las mismas regiones antes mencionadas. Es decir, no desaparecen, pero no
incrementan como era de esperarse (Figura 10 H’). A este grupo de edad (50 dias) se le
realizd un ANOVA de dos vias con correcciones de Bonferroni para comparar las
intensidades de fluorescencias entre hTBP34Q y hTBP80Q y se obtuvo un valor de p <
0.0001. Sin embargo, al comparar las intensidades de fluorescencia entre hTBP80Q a los 20
dias y 50 dias de edad, no se encontr6 diferencia significativa, por lo que entre estos dias

aparentemente los agregados no incrementan.
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Figura 10. La expresion de hTBP34Q y 80Q forma agregados en el cerebro de Drosophila melanogaster
dependientes de la edad. La inmunodeteccion de hTBP mediante fluorescencia permitié visualizar los
agregados proteicos de hTBP a diferentes tiempos (2, 10, 20 y 50 dias). (A-H) Cerebros marcados con DAPI.




(A’-H’) Inmunofluorescencia para hTBP34Q y hTBP80Q. (A’’-H’’) Traslape de los marcajes de DAPI y
hTBP34Q y hTBP80Q. (A”) hTBP34Q a los 2 dias de edad es ligeramente detectada. (B”) Al dia 2 pequefios
agregados de hTBP80Q comienza a aparecer en el cerebro de D. melanogaster. (C”) La expresion de
hTBP34Q parece incrementar al dia 10, no se observan agregados. (D”) Aparecen agregados de hTBP80Q
intensamente fluorescentes al dia 10. (E”) La expresion de hTBP34Q se mantiene sin formar agregados. (F”)
Los agregados formados por hTBP80Q al dia 20 son mas intensos que los que se observan al dia 10. (G”) Al
dia 50 hTBP34Q comienza a formar agregados. (H”) Los agregados causados por hTBP80Q no aumentan,
parecen mantenerse estables. Las flechas blancas indican algunos de los agregados presentes en los cerebros.
Los agregados hTBP80Q incrementan en concordancia con la edad de la mosca hasta el dia 20, después, al
dia 50 no se observan cambios.

8.1.5 Los agregados de hTBP80Q en el cerebro de Drosophila incrementan de los 2 a
los 20 dias

Las comparaciones de la intensidad de fluorescencia de los agregados analizadas entre los
grupos de la misma edad de hTBP34Q y hTBP80Q resultaron ser todas altamente
significativas. Sin embargo, al comparar las intensidades de fluorescencia entre los
diferentes grupos de edad de hTBP80Q se encontr6é que existe diferencia significativa entre
los grupos de 2 dias y 10 dias y los 10 y 20 dias en contraste con los 20 y 50 dias que no

mostraron diferencia significativa (Figura 11).
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Figura 11. La intensidad de fluorescencia de los agregados de hTBP80Q incrementé de los 2 a los 20
dias. La intensidad de la fluorescencia en los agregados de hTBP 34 y 80Q se cuantific6 mediante el
software ImagelJ. Las comparaciones entre los grupos fueron realizadas mediante un ANOVA de dos vias con
correcciones de Bonferroni. Las comparaciones realizadas entre los grupos de la misma edad (hTBP34Q y
80Q) resultaron ser todas altamente significativas (p < 0.0001). Sin embargo, al comparar las intensidades de
fluorescencia entre los diferentes grupos de edad de hTBP80Q se encontré que entre el grupo de 2 dias y 10



dias existe diferencia altamente significativa (p < 0.0001), entre los 10 y 20 dias hay una diferencia
significativa (p = 0.0001), mientras que entre los 20 y 50 dias la diferencia no fue significativa.

8.2 h'TBP34Q y 80Q provocan muerte neuronal dependiente de la edad

Para evaluar la muerte celular causada por los agregados proteicos también se realizaron
cruzas genéticas para dirigir la expresion de hTBP34Q y hTBP80Q al cerebro de la mosca
de la fruta (seccion de materiales y métodos descritos en la figura 4). La descendencia de
las cruzas se dividid en cuatro grupos de edad a estudiar: 2, 10, 20 y 50 dias después de
haber eclosionado.

Las moscas que expresaban hTBP34Q, a los 2 dias de haber eclosionado, a simple vista,
presentaban menos muerte celular, la presencia de la sefial de TUNEL se presento en su
mayoria en el ganglio nathal adulto (Figura 12 A’) en comparacion con las moscas de
hTBP80Q (Figura 12 B’). Las regiones positivas para TUNEL fueron el protocerebro
medio, intermedio y lateral superior, asi como el ganglio gnathal adulto, y se observaron
algunos puntos en medulla y lobulla. Sin embargo, para validar nuestras observaciones se
realizd6 un ANOVA de dos vias seguido de correcciones de Bonferroni en la cual se
compar6 la intensidad de fluorescencia entre ambos grupos, y se obtuvo que no existia
diferencia significativa entre hTBP34Q y hTBP80Q (p = 0.06). De esta manera se pudo
concluir que al igual que en los humanos, esta enfermedad se agudiza con la edad, y, es por
esto que, considerando que a los 2 dias la mosca es joven, la presencia de la muerte celular

no fue significativa.

En el siguiente grupo de edad de 10 dias, hTBP34Q presentd un ligero aumento en la
muerte neuronal, la cual se sigui6 presentando en el ganglio nathal adulto (Figura 12 C’) y
para hTBP80Q, la fluorescencia de TUNEL se present6 en su mayoria en el ganglio nathal
adulto y se observé ligeramente en el protocerebro medio, intermedio y lateral superior
(Figura 12 D’) también incrementd y al ser comparados entre si, se obtuvo una diferencia
altamente significativa (p < 0.0001, ANOVA de dos vias con correcciones de Bonferroni),
Estos resultados nos permitieron corroborar que hTBP80Q provoc6é mayor muerte neuronal
que hTBP34Q (Figura 12). Ademads, se compararon las intensidades de fluorescencia de
hTBP80Q a los 2 y 10 dias para evaluar la evolucion de la muerte neuronal con respecto a

la acumulacion de hTBP80Q y resultd que, la muerte neuronal aument6 en este lapso de



tiempo (p < 0.0001, ANOVA de dos vias con correcciones de Bonferroni), corroborando
que esta enfermedad es dependiente de la edad, mientras mas longevo mas afectado.

A los 20 dias, de la misma manera se evalu6 la muerte neuronal entre hTBP34Q y
hTBP80Q. En el caso de hTBP34Q (Figura 12 E’) siguié exhibiendo muerte neuronal, se
observa difusa y no tan presente, la sefial es débil, presente en medulla y lobulla. En
hTBP80Q, a simple vista, se ve un aumento en la presencia de la sefal de TUNEL
principalmente en medulla y lobulla, asi como en el ganglio nathal adulto (Figura 12
F’) en comparacion con hTBP34Q. Para corroborar las observaciones, se realizd un
ANOVA de dos vias seguido por correcciones de Bonferroni, en donde se compar6 la
fluorescencia entre hTBP34Q y hTBP80Q y, se determindé que hTBP80Q presenta mayor
muerte neuronal que las moscas que expresaban hTBP34Q a 20 dias después de haber
eclosionado (p < 0.0001). Asimismo, para garantizar que la muerte neuronal aument6 de
acuerdo a la agregacion proteica y fue dependiente de la edad, se compararon los grupos de
hTBP80Q de 10 y 20 dias de edad y se encontrd una diferencia altamente significativa (p <
0.0001). Se concluy¢ a partir de estos resultados que la muerte neuronal aumenta de manera

dependiente de la edad, y, tiene mayor presencia en las moscas que expresaban hTBP80Q.

Finalmente, los ultimos grupos que se evaluaron fueron hTBP34Q y hTBP80Q a los 50 dias
de edad. hTBP34 mostré muerte neuronal principalmente en medulla y lobulla (Figura 12
G’), de la misma manera que hTBP80Q, también en medulla y lobulla (Figura 12 H’); sin
embargo, éste ultimo presentd mayor sefial de TUNEL, lo que indicé més muerte celular
que el grupo de hTBP34Q. Se compararon ambos grupos a través de un ANOVA de dos
vias seguido por correcciones de Bonferroni (Figura 13) y se obtuvo un valor de p = 0.011,
lo cual indic6 que la diferencia entre la muerte celular de hTBP34Q y hTBP80Q fue
significativa. Al mismo tiempo, se realizo la comparacion entre hTBP80Q de 20 y 50 dias y
el valor de fue p = 0.014, indicando una diferencia significativa. Estos resultados
comprobaron que con el tiempo hubo mayor muerte celular, pero no hubo un gran cambio
entre los grupos de 20 y 50 dias de hTBP80Q, de la misma manera que ocurrié con la

agregacion proteica.
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Figura 12. La expresiéon de hTBP34Q y 80Q provoca muerte neuronal a largo plaze. La muerte celular




por la expresion de hTBP 34 y 80Q fue evaluada usando el kit de TUNEL de Promega a diferentes tiempos
(2, 10, 20 y 50 dias). (A-H) Marcaje de nucleos neuronales con DAPI. (A’-H’) Marcaje de TUNEL. (A”’-H"?)
Traslape de los marcajes de DAPI y TUNEL. Las flechas blancas indican algunas células positivas para
TUNEL. (A’) El grupo de hTBP34Q de 2 dias reflejo un marcaje tenue para TUNEL. (B’) hTBP80Q de 2 dias
en comparaciéon con el grupo hTBP34Q de 2 dias, mostrd6 una mayor cantidad de células positivas para
TUNEL, demostrando que a tan s6lo dos dias de haber eclosionado hTBP80Q es neurotoxica. (C’) La muerte
celular por hTBP34Q de 10 dias no parece aumentar en comparacion con hTBP34Q de 2 dias. (D’) hTBP80Q
de 10 dias mostré una mayor presencia de células positivas para TUNEL, lo que corrobora que la proteina es
mas neurotoxica con el tiempo. (E’) hTBP34Q a los 20 dias parece permanecer estable, hay presencia de
muerte celular pero no parece aumentar de manera significativa. (F’) A los 20 dias, hTBP80Q sigui6
mostrando su comportamiento neurotoéxico y aumentd el nimero de células positivas para TUNEL. (G’)
Cincuenta dias después de haber eclosionado, hTBP34Q mostré un comportamiento similar al observado los
tiempos anteriores. (H’) Al dia 50 de hTBP80Q mostré la presencia de muerte celular sin cambio comparado
con los 20 dias. La muerte celular mostré un incremento dependiendo de la edad de la mosca hasta el dia 20.
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Figura 13. Cuantificacion de la fluorescencia de TUNEL en los cerebros de las moscas que expresan
hTBP34Q y hTBP80Q. Todas las comparaciones de la fluorescencia de TUNEL en los cerebros de las
moscas detectadas en los diferentes grupos fueron realizadas a través de un ANOVA de dos vias seguido de
correcciones de Bonferroni. Entre los grupos de 2 dias de hTBP34Q y hTBP80Q), la diferencia de intensidad
de fluorescencia no fue significativa; al realizar la comparacion de los grupos (hTBP34Q y hTBP80Q) a los
10 dias y 20 dias se obtuvo una diferencia altamente significativa con un valor de p < 0.0001. A los 50 dias el
patrén de incremento cambid, a pesar de que se observo un aumento sélo se reflejé como significativo con un
valor de p = 0.011. Las comparaciones entre los grupos de hTBP80Q de 2 y 10 dias, y 10 y 20 dias fueron
altamente significativas (p < 0.0001); sin embargo, entre 20 y 50 dias sélo fue significativo (p = 0.014).



8.3 Expresion de hTP80Q en el cerebro de Drosophila afecta su habilidad de escalada

Las moscas que expresaban hTBP34Q y hTBP80Q en el cerebro fueron parte de la
descendencia obtenida de la cruza descrita en la figura 4. En la progenie de la cruza se
analizo la afectacion de la funcion locomotora causada por la expresion de las proteinas
hTBP34Q y hTBP80Q en el sistema nervioso de las moscas. Para ello se realizé la prueba
de escalada, de acuerdo a lo estipulado en el reporte de Barone y cols. 2013, usando como

controles la linea productora ELAV-GAL4 y la Oregon (wild-type).

Los resultados en la figura 14 muestran que durante los primeros 15 dias todas las lineas se
comportan de forma normal de la misma manera. Sin embargo, a partir del dia 16-18 se
registr6 un declive en actividad de escalada en la linea de moscas que expresaban
hTBP80Q en el cerebro en comparacion con hTBP34Q y a partir de ahi siguié decayendo
su habilidad de escalada, en comparacion con las otras lineas (p < 0.0001, ANOVA de dos
vias seguido de correcciones de Bonferroni). Al dia 37, solo el 70% de las moscas
hTBP80Q pudieron pasar la marca de 3 cm en 5 segundos o menos en comparacioén con el
resto de las lineas, que, al mismo dia entre el 95-98% de las moscas seguian escalando.

Finalmente, al dia 55, el ultimo dia de la prueba, se observé un declive total de escalada en
la linea hTBP80Q mientras que alrededor del 68-70% de las moscas hTBP34Q y los

controles todavia podian escalar (Figura 14).

Estos resultados indican que las moscas que expresaban hTBP80Q presentan un

impedimento locomotor tardio de la misma manera que los humanos con SCA17.
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Figura 14. La expresion de hTBP80Q en el cerebro de Drosophila melanogaster afecta su habilidad de
escalada. Grupos de 20 moscas de los genotipos hTBP 34 y 80Q fueron sometidas a los ensayos de escalada
en comparacion con las lineas ELAV-GAL4 y Oregon (wild-type). La prueba de escalada se realizé cada dos
dias durante 55 dias. Las diferencias significativas entre las moscas que expresan hTBP80Q y hTBP34Q estan
marcadas con asteriscos, en donde p < 0.0001 (ANOVA de dos vias con correcciones de Bonferroni). Se
realizaron 10 repeticiones por cada grupo.



9. DISCUSION

El objetivo de esta tesis consistid en modelar la patologia SCA17 en Drosophila
melanogaster. Para ello, se estandarizd el sistema binario UAS-GAL4 usando los
promotores GMR y ELAYV con la expresion tejido especifica de GFP. Posteriormente, se
determin6 que el modelaje de las proteinas hTBP con ambas longitudes de polyQ (34Q y
80Q) hacia el ojo de la mosca de la fruta causé afectaciones en el fenotipo del ojo de la
mosca y que la expresion de hTBP80Q en el cerebro de Drosophila melanogaster es
neurotoxica y acorta su tiempo de vida y la acumulacion de la expresion de hTBP34 y 80Q
en el cerebro mostré que es dependiente de la edad y que los agregados de hTBP80Q
incrementaron de los 2 a los 20 dias. Adicionalmente, se evalud la muerte celular causada
por la expresion de hTBP34Q y 80Q que provocod muerte neuronal dependiente de la edad.
También se analizé el estado locomotor de las moscas en los que se determind que la

proteina hTBP80Q caus6 una alguna conducta aberrante en su habilidad de escalada.

La estandarizacion del sistema binario UAS-GAL4 consistid en dirigir la expresion de la
proteina GFP con dos promotores tejido-especifico; GMR-GAL4 que dirigié GFP hacia los
ojos y, ELAV-GALA4, que dirigi6 GFP al cerebro de la mosca de la fruta. Los resultados
obtenidos revelaron que el promotor GMR-GALA4 dirigio la expresion de GFP a la region
posterior del surco morfogenético del ojo en el disco ojo-antena de la larva de D.
melanogaster, esto permitid corroborar la funcion de GMR-GAL4, que de acuerdo a lo
previamente reportado dirige la expresion hacia esa region del disco ojo-antena (Ellis et al.,
1993). Asi mismo, en el cerebro de la mosca de la fruta adulto, se observd una expresion
homogénea de la proteina GFP, lo que permitié de la misma manera ratificar que ELAV-
GALA4 dirigi6 correctamente la expresion de GFP, tal y como estd reportado en la literatura
(Bier et al., 1988; Robinow & White, 1988). Estos resultados permitieron llegar a la
conclusion de que los promotores y el sistema binario funcionaron para la direccion de la

expresion de manera tejido-especifica.

La expresion de hTBP34Q y hTBP80Q en los ojos de Drosophila melanogaster permitio la
evaluacion de la toxicidad de las diferentes longitudes de polyQ a simple vista. Para las

moscas expresando hTBP34Q se observo un fenotipo tenue y poco agresivo. Nuestros



resultados demostraron solo una ligera pérdida de la pigmentacion del ojo desde el dia 1 de
analisis, y ésta se mantiene hasta el dia 50, pero no se observd ningiin cambio en el tamafio
del ojo, se observo un ligero desorden de las ommatidias tal y como anteriormente se habia
reportado en Ren, Jie en el 2011. Sin embargo, en el caso de hTBP80Q la despigmentacion
del ojo de la mosca fue mucho mas abrupta y mas evidente, a partir del dia 10 se presento la
aparicion de una mancha de color mas clara que el resto del ojo del lado inferior derecho y
esa mancha fue progresando con el paso del tiempo hasta convertirse en una franja blanca
en la mitad del ojo. La expresion de hTBP34Q y hTBP80Q en el ojo de la mosca demostrd
la toxicidad de ambas proteinas, sin embargo, la que resulto ser mas toxica y provoco un
fenotipo mas severo fue hTBP80Q; hTBP34Q caus6é un fenotipo ligeramente aberrante,
pero, se presentd hasta los 50 dias de edad; a diferencia de hTBP80Q que a partir de los 10
dias de edad provocd la afectacion del tejido del ojo, lo que apoya la teoria de que las
enfermedades polyQ son dependientes del tamafio de la expansion y la edad de quien las
padece. De acuerdo a nuestros resultados, las proteinas utilizadas en este experimento
(hTBP34Q y hTBP80Q) aunque presentan toxicidad parecen no ser tan toxicas, no
provocaron los mismos efectos que se han observado en otras enfermedades causadas por
expansiones polyQ, en estudios previos de modelaje de ataxias en el ojo de Drosophila
melanogaster se han reportado reducciones en el tamafo de éste, despigmentaciones mas
evidentes, pérdida drastica del orden de las ommatidias (Ambegaokar et al., 2010;
Fernandez-Funez et al., 2000; Tsou et al., 2015; Warrick et al., 1998; Zhang et al., 2010) e
incluso existen evidencias en donde aparecen pequefias regiones necroticas, indicando la
toxicidad de las proteinas causantes de las enfermedades que fueron modeladas (Lin, He,
Luo, Zhu, & Duan, 2015), o bien necesitan mas tiempo para provocar un fenotipo mas
aberrante, sin embargo, dejar a las moscas vivir mas dias parece complejo, pues debido a la
misma naturaleza de la enfermedad, éstas presentan mortalidad temprana.

Después de haber comprobado que las proteinas eran téxicas en el ojo, se dirigio la
expresion de hTBP34 y 80Q al sistema nervioso central de la mosca utilizando el promotor
ELAV-GAL4 (Marsh et al., 2000). Esto se hizo siguiendo el primer reporte de SCA17 en
humanos (Koide et al., 1999) que, de acuerdo a éste, el paciente presentd degeneracion
cerebelar, cortical y subcortical, la cual se sospechd que fue causada por la presencia de

agregaciones proteicas en el cerebro post-mortem, dada la naturaleza de la enfermedad,



ahora se conoce que siendo una enfermedad polyQ forma agregados proteinicos (Paulson et
al.,, 2017), por lo que nos propusimos evaluar su capacidad de formar agregados en el
cerebro de la mosca de la fruta.

La progenie de las cruzas se evalud a los dos dias de haber eclosionado para la presencia de
agregados, tanto para hTBP34Q como para hTBP80Q. Los cerebros de las moscas que
expresaban hTBP34Q no presentaron agregados, por lo que suponemos que, a la edad de 2
dias, la expansion de 34Q es soluble y no se agrega, a diferencia de hTBP80Q, que desde
ese momento causa agregados en el cerebro de Drosophila, son pequenos y presentaron
poca fluorescencia, pero son distinguibles en el tejido; estas observaciones van de acuerdo a
la patologia de las ataxias espinocerebelosas, son dependientes de la edad (Dueiias et al.,
2006; Fan et al., 2014; Xu et al., 2015), es decir mientras mas viejo el paciente con mayor
intensidad se presenta la enfermedad. En este caso 34Q no se agrega porque no representa
una expansion amplia, considerando que la mayoria de las patologias polyQ son causadas
por una expansion por arriba de 40Q, por lo que hTBP34Q se mantiene dentro del umbral
fisiologico y siendo una mosca joven aun no desarrolla agregados. En contraste, hTBP80Q
siendo una expansion amplia desde los dos dias de edad muestra agregaciones proteicas en
el cerebro de la mosca de la fruta. A los 10 dias, el comportamiento de hTBP34Q no
cambid, pero hTBP80Q comenzo a agregarse de manera mas notoria, los agregados fueron
mas grandes y presentaron una mayor fluorescencia. Veinte dias después de haber
eclosionado los cerebros de las moscas presentaron el mismo patrén, 34Q permaneciod
estable y 80Q continu6 agregandose, esta vez de manera mas intensa y formo6 agregados
mas grandes. Este comportamiento es comun entre las enfermedades polyQ, mientras mas
amplia la region de polyQ, presenta mayor toxicidad (Krench, Cho, & Littleton, 2016). Sin
embargo, al dia 50 el comportamiento cambid, hTBP34Q formo6 pequefios agregados y no
se vio un aumento de los agregados formados por hTBP80Q. Por parte de hTBP34Q,
proponemos que los agregados que se detectaron a los 50 dias son debido a que, a pesar de
que 34Q no es considerada una expansion polyQ para los humanos, si lo es para D.
melanogaster, pues ¢ésta en su TBP s6lo posee en total 14Q, dividida en dos regiones de
poliglutaminas, una de 6Q y otra de 8Q, de acuerdo a la secuencia reportada en el NCBI
(Hoskins et al., 2010). Por lo que, estos resultados, nos permitieron plantear que hTBP34Q

es también neurotoxica para Drosophila melanogaster, s6lo que necesita mayor tiempo



para agregarse. Al contrario, el que no haya habido incremento en los agregados de
hTBP80Q, nos hizo pensar que es probable que las neuronas que albergan estos agregados
estén muriendo y esta muerte no nos permita detectar el posible incremento que pueda

existir.

Posteriormente, se procedio a medir la muerte celular a través de los ensayos de TUNEL, a
los 2 dias de edad, los cerebros de las moscas que expresaban hTBP34Q presentaron poca
muerte celular, apenas se lograron apreciar algunos pixeles en color verde, en contraste con
hTBP80Q se apreciaron muchas mas células verdes, los cuales nos indicaron la presencia
de muerte celular. La siguiente observacion, a los 10 dias, en el caso de hTBP34Q no se
observo un incremento en la muerte celular, pero para hTBP80Q el aumento de muerte
celular fue muy claro, demostrando una mayor presencia de sefal positiva para TUNEL en
los cerebros de estas moscas. De igual manera que en nuestros resultados, existen reportes
previos que demuestran la presencia de apoptosis aberrante en el SNC y ésta se ha vista
implicada en una amplia gama de desérdenes del sistema nervioso, en estos estudios
precedentes se ha demostrado la aparicion gradual de la muerte celular a edades tempranas
hasta su incremento en el paciente de mayor edad (Chongtham & Agrawal, 2016;
Friedlander, 2003; Hickey & Chesselet, 2003; Yuan & Yankner, 2000). Por lo que, los
resultados para el dia 20, fueron de acuerdo a lo anteriormente reportado, la muerte celular
se vio potenciada para el grupo de moscas que expresaba hTBP80Q, pero el grupo de
hTBP34Q se mantuvo relativamente estable. De la misma manera que en el experimento de
agregados proteicos, el patron de incremento proporcional en el grupo de hTBP80Q que se
habia observado en los resultados cambi6. Se esperaba obtener una mayor cantidad de
muerte celular para el caso de hTBP80Q, pero no fue asi, lo cual nos hizo suponer que el
método de deteccion de muerte celular probablemente fue deficiente. El método de TUNEL
detecta la fragmentacion del DNA (Didenko, 2011), lo cual sucede en un punto muy
avanzado de la muerte celular (Mutsuddi & Nambu, 1998), lo que puede estar sucediendo
en nuestros resultados, es que las neuronas de Drosophila melanogaster al dia 50, si se
encuentran en un proceso de muerte celular, pero aun no llegan a la fragmentacion del
DNA, por lo que se ha propuesto enriquecer la detecciéon de muerte celular con el método

de yoduro de propidio, para poder evaluar si la membrana celular se encuentra



comprometida y de esta manera complementar los resultados (Jiajia et al., 2017). De
acuerdo a los resultados obtenidos se pudo concluir que hTBP80Q es neurotdxica y

provoca mas muerte celular que hTBP34Q.

Finalmente, también se evaluo la habilidad de escalada de las moscas que expresaban
hTBP34Q o hTBP80Q a través de la prueba de geotaxis negativa (Barone & Bohmann,
2013). En la progenie de la cruza se compar6 el desempeiio de hTBP34Q y hTBP80Q
contra los grupos ELAV-GAL4 y Oregon. Esta comparacion se realizd para evitar tener
falsos positivos causados por la linea promotora. Los primeros 10 dias, todos los grupos de
moscas se comportaron de manera normal, todas escalaban de manera similar. Es
importante recalcar que, a los 10 dias las moscas se consideran adultos jovenes (Linford,
Bilgir, Ro, & Pletcher, 2013), por lo que de acuerdo a la naturaleza de la patologia, al ser
dependiente de la edad (Taroni & DiDonato, 2004), se esperaba tener resultados negativos
en este intervalo de edad. No obstante, a partir del dia quince, el deterioro locomotor del
grupo que expresaba hTBP80Q en el cerebro fue en incremento, en comparacion con el
resto de los grupos que seguian escalando de manera normal. Del grupo de la expansion
80Q al dia 55 solo el 10% de las moscas podia pasar la marca de 3 cm, en contraste con los
grupos hTBP34Q, ELAV-GAL4 y Oregon que al dia 55 aitn presentaban un
comportamiento normal, es decir, alrededor del 70% de las moscas seguian escalando.
Estos resultados nos permitieron concluir que la expansion de 80Q en comparacion con la
34Q, provoca una afeccion locomotora severa, tal y como se ha demostrado anteriormente
(M. Krench & Littleton, 2017; Maas, Van Gaalen, Klockgether, & Van De Warrenburg,
2015; Xu et al., 2015).



10. CONCLUSIONES

De acuerdo a los experimentos que se realizaron en el modelado de SCA17 en Drosophila

melanogaster se pudo concluir que:

1))

2)

3)

4)

5)

6)

7)

La estandarizacion del sistema binario UAS/GAL4 permitio la expresion de la
proteina GFP tejido-especifica en el ojo y cerebro de Drosophila melanogaster con
los promotores GMR y ELAYV respectivamente.

La expresion especifica de hTBP80Q en el cerebro de la mosca resultd ser
neurotoxica y acortd el tiempo de vida de Drosophila melanogaster en
comparacion, con hTBP34Q y los grupos control que no mostraron cambio
significativo en el tiempo de vida.

La toxicidad de las proteinas hTBP fue dependiente de la longitud de la expansion
de glutaminas y de la edad de la mosca ya que, aunque ambas expansiones
provocaron cambios en el fenotipo del ojo, hTBP80Q indujo un fenotipo agresivo
que se manifestd desde los 10 dias de edad de la mosca en comparaciéon con
hTBP34Q que causo un fenotipo mas tenue.

La expresion de hTBP34Q y 80Q formé agregados proteicos en el cerebro de la
mosca que mostraron un comportamiento dependiente del tamafo de la expansion y
de la edad de la mosca. Los agregados proteicos formados por hTBP80Q fueron de
mayor tamafio, fluorescencia y se detectaron en mayor cantidad con respecto a
hTBP34Q, lo que indica que la acumulacion de 80Q es mas toxica que la de 34Q.
Los agregados de hTBP80Q no incrementaron de forma significativa de los 20 a los
50 dias de edad.

La muerte neuronal se vio potenciada por la expresion de hTBP80Q en el cerebro de
Drosophila melanogaster en comparacion con hTBP34Q y, de la misma manera
que los agregados proteicos, fue dependiente de la edad y del tamano de la
expansion de polyQs.

La muerte neuronal por hTBP80Q increment6 de los 2 a los 20 dias, sin embargo,

de los 20 a 50 dias no se observo un aumento de la muerte neuronal



8) La expresion de hTBP80Q en el cerebro de la mosca afectd significativamente la

habilidad de escalada en comparacion con hTBP34Q y los grupos control.



11.PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran claramente el efecto neurotoxico de
hTBP80Q en el cerebro de la mosca que acortd su tiempo de vida y la capacidad locomotriz
debido a la formacion de agregados proteicos y muerte celular por lo que abre la
posibilidad de perspectivas que se orientan en diversas direcciones. En primera instancia,
seria interesante determinar la causa por la que los agregados de hTBP80Q no incrementan
de forma significativa de los 20 a los 50 dias de edad. De acuerdo a la naturaleza de la
enfermedad, se espera que los agregados aumenten, sin embargo, de alguna manera se estan
perdiendo o bien, la deteccion no es oportuna. Por lo tanto, se planea continuar con el
modelaje de los agregados proteicos para dilucidar si entre los 20 y 50 dias éstos se
eliminan de cierta manera, debido a la muerte de las neuronas, o bien, si la deteccion esta
fallando. Por otro lado, el analisis de la muerte neuronal, se puede complementar con otras
pruebas que evaltien la muerte celular y procesos de apoptosis de forma mas precisa ya que
el ensayo de TUNEL detecta un estado muy avanzado en el proceso de muerte, por lo que
probablemente estamos detectando neuronas que atn no llegan a la fragmentacion de DNA,
pero, que si estan en proceso de muerte.

Asi mismo, seria interesante complementar los experimentos de modelaje para analizar el
comportamiento de hTBP34Q a partir de los 50 dias de edad y, observar si mas adelante,
hTBP34Q es capaz de afectar la marcha de D. melanogaster e identificar el punto de
quiebre en el que una proteina que no tiene una expansion de poliglutaminas considerada

como toxica se convierte en patologica.
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