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RESUMEN

La acetilcolinesterasa (AChE; EC: 3.1.1.7) es la enzima encargada de degradar al
neurotransmisor acetilcolina (ACh), aunado a esto, se sabe también que esta enzima juega
un papel importante en la neurogénesis durante el desarrollo tanto en vertebrados como en
invertebrados. Ademas se ha reportado que la AChE de invertebrados presenta
caracteristicas algo diferentes a la de los vertebrados (Gnagey et al., 1987).

Por todo esto y sabiendo que la ACh es el neurotransmisor mas utilizado en el
cerebro de los invertebrados, en este trabajo se determind por medios bioquimicos y
farmacolégicos la actividad de la AChE en cepas silvestres y mutantes sensoriales de
Drosophila melanogaster.

Nuestros resultados indican la presencia de una enzima (AChE; el gen Ace) con
caracteristicas diferentes a la de los vertebrados como lo propusieron Gnagey y
colaboradores (1987), que es capaz de hidrolizar BuSCh y es sensible a iso-OMPA.

La AChE en la cepa heter6ciga para el gen Ace es mas sensible a iso-OMPA que la
de las cepas silvestres debido a que es un fondo genético sensibilizado. En el caso de las
cepas mutantes para los genes nana y norpA, se cree que existe una alteracion en la
membrana plasmatica de las células o bien de las vesiculas transportadoras de los
neurotransmisores, lo que conlleva cambios en la actividad sinaptica (reduccién de la
misma en ambos casos), lo que se refleja en la alteracién de la actividad de la AChE.

La mutante chico” considerada un modelo experimental de la diabetes, muestra
alteraciones sensoriales como ocurre en pacientes diabéticos y modelos experimentales en
vertebrados donde también se ha determinado una disminucién en la actividad de AChE.

En conclusion, y de manera anédloga a lo que ocurre con la cepa hetercigota para el
gen Ace, alteraciones sutiles en la neurotransmisién colinérgica pueden detectarse y
cuantificarse usando a la actividad de la AChE en condiciones no ideales de ensayo

(presencia de iso-OMPA, sustratos con menor afinidad).



L. INTRODUCCION

Los sistemas sensoriales proporcionan a los organismos la capacidad de obtener
informacion del medio extemo e interno y, consecuentemente, la de responder
adecuadamente a cambios de estos medios. En invertebrados y vertebrados, tanto la vision

como el olfato juegan un papel muy importante que determina su sobrevivencia.

1.1. El sistema visual.

A lo largo de toda la escala filogenética, los organismos han desarrollado diferentes
mecanismos para poder detectar la luz, y han obtenido la capacidad de percibir diferentes
intensidades de luz y longitudes de onda, lo que ha dado como resultado una gran variedad
de comportamientos, en respuesta a estos estimulos.

Organismos unicelulares, y ciertas c élulas especializadas en la dermis de algunos
organismos sencillos, tienen la capacidad de percibir diferentes intensidades de iluminacién
difusa; a esta capacidad se le conoce con el nombre de fotosensibilidad, y representa el tipo
mas simple de sensibilidad a la luz. En organismos mas complejos se han desarrollado
estructuras y mecanismos localizados y especializados para detectar los cambios de
iluminacidn, los que constituyen el sentido de la vista. A través de estos mecanismos, los
diferentes organismos ademas de detectar la intensidad de la luz, pueden detectar el
movimiento en el campo visual y la forma de los objetos; algunos pueden discriminar la
polarizacion de la luz difusa y usar esto para su orientacion (Giurfa y Menzel, 1997; Pérez-
Leon y Salceda, 1998).

De acuerdo con la capacidad de formar una imagen, los ojos pueden ser simples
como el caso de los ocelos de las arafias, o complejos. Los ojos complejos pueden ser de
tres tipos: el ojo compuesto (de crustaceos y insectos), el de los cefalopodos y el ojo de los
vertebrados (Pérez-Ledn y Salceda, 1998). Los ojos compuestos no sélo estan adaptados a
la detecciéon del movimiento, sino que también son capaces de distinguir colores, luz
polarizada y patrones geométricos (Giurfa y Menzel, 1997; Chiba 2001; Clandinin y
Zipursky, 2002).

Desde hace 350 millones de afios los insectos han logrado dominar gran cantidad de
ecosistemas en parte gracias a su vision (Giurfa y Menzel, 1997; Frye y Dickinson 2001).
Asi, uno de los mejores ejemplos de orientacion por medio de la luz, se observa en la gran

variedad de invertebrados voladores. Los insectos voladores despliegan un gran repertorio
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de conductas aéreas, y son capaces de ejecutar en 30 ms una correccién en el curso de su
vuelo una vez que su objetivo ha cambiado de direccion (Frye y Dickinson, 2001). Los ojos

compuestos de los insectos adultos o imagos son los 6rganos principales de la vision.

1.1.1. El ojo compuesto.

El ojo compuesto es caracteristico de los insectos y los crustaceos, y consiste entre
cien y mil unidades idénticas llamadas omatidias (800 en el caso de Drosophila
melanogaster o mosca de la fruta, figura 1a y 1b); cada omatidio es analogo a un ojo de los
vertebrados, contiene su propio aparato de refraccién y retinula (figura 1c) (Pérez-Le6n y
Salceda, 1998).

En los ojos compuestos, el aparato de refraccion formado por la cérea y el cono
cristalino es funcionalmente analogo a la comea y el cristalino de los vertebrados. Por
debajo del cono cristalino y de forma cilindrica se encuentran las células retinulares cuyos
lados estan alineados con células accesorias pigmentadas que regulan y protegen de la luz
que pasa entre los omatidios adyacentes (figura 1c) (Pérez-Leon y Salceda, 1998).

La retinula de la mosca consiste de 8 fotorreceptores, dispuestos en forma
trapezoidal, con su eje mayor paralelo al del omatidio; los axones salen por la parte
proximal del omatidio a través de la membrana basal y después de varias decenas de
micrémetros hacen sinapsis con las neuronas de la ldmina y de la médula localizadas en el
lobulo optico (Pérez-Leon y Salceda, 1998; Chiba 2001; Clandinin y Zipursky, 2002).
Diversos estudios han demostrado que cada una de las 8 células fotorreceptoras (R1 a R8)
proyecta sus axones de manera precisa: los axones de las células R1 a R6 se dirigen a la
lamina haciendo sinapsis con las células monopolares, mientras que R7 y R8 lo hacen en la
médula. Ademas las células fotorreceptoras se clasifican en tres grupos d ependiendo del
espectro de luz al que sean sensibles: R1 a R6 se diferencian para poder captar el espectro
verde, las R7 y R8 captan la luz UV y el espectro azul (Zuker, 1996; Chiba 2001; Clandinin
y Zipursky, 2002).

La célula fotorreceptora presenta en la superficie central del eje del omatidio
prolongaciones de la membrana denominadas rabdomeros; y es en estas estructuras
(formadas por aproximadamente 60,000 microvellosidades que contienen a las opsinas 6
pigmentos visuales), donde se lleva a cabo el proceso de la fototransduccién (Zuker, 1996;
Pérez-Ledn y Salceda, 1998).



Figura 1. (a) Foto de ojo compuesto de Drosophila. (b) Corte transversal de la retina mostrando la disposicién
de los omatidios (Tomado de Brogiolo, 2001). (c) Diagrama de un corte longitudinal a través del ojo
compuesto y parte del l6bulo éptico de la mosca. O, omatidio; La, ldmina; Me, médula; L, lente de la comea;

C, cono cristalino; F, fotorreceptor; CP, Célula pigmentada. (Tomado de Pérez-Ledn y Salceda, 1998)

1.1.2. La fototransduccidn.

El proceso de fototransduccién, es la conversién del estimulo luminoso en un
estimulo eléctrico. Al llegar la luz a los fotorreceptores se isomeriza el retinaldehido de las
opsinas, activandolas. Las opsinas activas estimulan a una proteina G, que a su vez activa
al elemento proteico del gen norpA, una fosfolipasa C (PLC) de tipo p (Figura 2). La PLC
hidroliza al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;). Esto origina una molécula de
diacilglicerol (DAG) y una molécula de inositol 1,4,5 trifosfato (IP;), los cuales funcionan
como mensajeros intracelulares (Zuker, 1996). El IP; inicia la movilizacion de calcio que se
encuentra almacenado intracelularmente en las cisternas subrabdoméricas (especializacion
del reticulo endoplasmico), mientras que el DAG activa a la proteina cinasa C (PKC)
(Zuker, 1996).

Se piensa que en algunos invertebrados como es el caso de la cacerolita de mar
(Limulus), la liberacion de calcio modulada por IP;, es un paso importante para la
despolarizacion del fotorreceptor (Hardie y Raghu, 2001); no obstante, en el caso de

Drosophila estudios recientes muestran que la via del IP; no estd involucrada en la



transmisién del estimulo visual. Las evidencias sefialan que es la via del DAG la
responsable de que se lleve a cabo la fototransduccién (Acharya et al., 1997; Hardie y
Raghu, 2001; Hardie, 2003). Se sabe que la diacilglicerol lipasa (DAG lipasa) usa como
sustrato al DAG para la generacion de 4cidos grasos poli-insaturados (PUFAs) como el
4cido araquidénico; y que tanto el DAG como los PUFAs intervienen en la apertura de dos
clases de canales de calcio que son los encargados de llevar a cabo la despolarizacion de los
fotorreceptores, a saber: Los canales del potencial transitorio del receptor (TRP) y los
canales parecidos al potencial transitorio del receptor (TRPL) (Hardie y Raghu, 2001;
Hardie, 2003).

PIP; ——» IP; + DAG — PKC

DAG

GTP ——» GMP« phes
v\
T

_,\‘ , cal* PUFAs
Citoplasma Y \ 4+ "/
{TRP |
Espacio \ —lTl
extracelular Na*, Ca? ce®*

Figura 2. Esquema de las reacciones iniciadas por la luz en el fotorreceptor de los invertebrados. R,
rodopsina; R*, rodopsina activada; G,, proteina G; PLC, fosfolipasa C; IP,, inositol trifosfasto; DAG,
diacilglicerol; DAG lipasa, diacilglicerol lipasa; TRP, canales de potencial transitorio de receptor; PKC,
proteina cinasa C. (Modificado de Zuker, 1996).



1.1.3. Transmision del estimulo visual.

La despolarizacion de la membrana del fotorreceptor, originada por el estimulo
luminico, llega al final del axén propiciando la liberacién de un neurotransmisor, afectando
asi, a la primera sinapsis de la via visual (Pérez-Ledn y Salceda, 1998). Diversos estudios
han demostrado que diferentes invertebrados usan como neurotransmisores principalmente
al 4cido y-amino butirico (GABA), la dopamina, la acetilcolina (ACh) y la histidina (Pérez-
Leon y Salceda, 1998). Las evidencias en Drosophila apuntan a que el neurotransmisor de
los fotorreceptores es la histamina, que actiia como neurotransmisor inhibitorio.

Las terminales de los fotorreceptores se dirigen hacia el 16bulo 6ptico, el cual esta
formado por 4 neurdpilos: la ldmina, la médulay la l6bula, cada uno de los cuales esta
separado por un quiasma, y la placa de la lobula (figura 3a). Los axones de las células
fotorreceptoras R1 a R6 dirigen sus axones a la lamina donde hacen sinapsis con neuronas
de segundo orden (las células monopolares L1 a L6; figura 3b), que a su vez proyectan sus
axones a través del 1¥ quiasma dirigiéndose hacia la médula donde mantienen contacto
sindptico con neuronas de tercer orden. Los fotorreceptores R7 y R8 dirigen sus axones a
través del 1% quiasma haciendo sinapsis con neuronas especificas de la médula (figura 3b)
(Pérez-Ledn y Salceda, 1998; Chiba 2001; Clandinin y Zipursky, 2002).

Las fibras visuales cruzan en un plano a una posicion equivalente al otro lado del eje
del quiasma, es decir, fibras de la region posterior de la lamina cruzan a la regién anterior
de la médula y viceversa, lo que significa que la proyeccion de la retinula en la médula es
una imagen en espejo. Ademas se ha demostrado tanto en crustaceos como en insectos, la
existencia de interneuronas que reciben sefiales de los fotorreceptores y sirven de
procesadores centrales de informacion visual; esto refleja un parecido entre estas neuronas
y las interneuronas que existen en la retina, cuerpo geniculado y corteza de los vertebrados
(Pérez-Leon y Salceda, 1998).

Parece ser que las neuronas encargadas de la transmisién del estimulo visual, por lo
menos en el caso de los dipteros, son de tipo colinérgico, ya que se ha observado que tanto
la acetilcolin transferasa y la acetilcolinesterasa (enzimas encargadas de la sintesis y
degradacion de la ACh respectivamente) colocalizan en las diferentes zonas de los l6bulos

opticos (Toutant, 1989).



Figura 3 (a) Corte del 16bulo éptico (la barra
indica 25 pm; La, limina; Me, médula; Lo,
I6bula; LP, placa de la lobula; X,, 1° quiasma; X;,
2° quiasma (Tomado de Fly Brain). (b) Las
células receptoras (R1 a R6) proyectan sus axones
hacia la lamina (L1 a L6), posteriormente las neu-
ronas L1 a L6 atraviesan el 1¥ quiasma haciendo
sinapsis con neuronas de la médula (M1 a M6);
las células R7 y R8 proyectan sus axones hacia
zonas especificas de la médula. (Tomado de
Clandinin y Zipursky, 2002).
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1.2. El olfato.

Otra manera en que los organismos son capaces de percibir su entorno es a través de
la captacion de estimulos odorantes disueltos en el medioambiente. Estos estimulos son
moléculas quimicas capaces de ser percibidas por los organismos, generando ya sea una
respuesta de atraccion o de repulsion. Toda esta informacién es esencial para la
sobrevivencia de los organismos e influencian profundamente las conductas de éstos.

En los animales existen dos formas de captacion de sefiales quimicas
(quimiorrecepcion): el gusto y el olfato; este 1iltimo y del cual trataremos en este apartado,
es el encargado en gran parte de percibir los diferentes estimulos quimicos en el aire. Estos
estimulos son importantes para muchas conductas; por ejemplo, la buisqueda y seleccién de
alimento o pareja. La versatilidad y capacidad discriminativa de los érganos olfativos, los
cuales son capaces de percibir y diferenciar una gran cantidad de moléculas odorantes que
se encuentran en el ambiente, es critica para la sobrevivencia de los organismos, puesto que
no solo sirve para la deteccién de alimento, sino también para percibir la presencia de
predadores o bien para la comunicacién con otros organismos de la misma especie.

Los invertebrados poseen notables habilidades quimiosensoriales; esto ha hecho que
se usen como modelos ideales para responder a preguntas basicas sobre el reconocimiento
de la seiial, transduccién quimico-eléctrica y su posterior procesamiento (Krieger y Breer,
1999).

1.2.1. Receptores a odorantes y quimiotransduccién.

Los sistemas olfatorios son capaces de detectar y diferenciar entre una gran
cantidad de estimulos odorantes. De esta forma uno de los principales problemas a los que
se enfrentan las neuronas receptoras olfativas, es el de codificar informacién cualitativa,
cuantitativa y espacio-temporal concerniente a los olores o estimulos a los cuales estén
expuestas (Bruyne et al, 1999).

El reconocimiento y la conversién de los estimulos olfatives, inicia con la
interaccion de las moléculas odorantes con los receptores a odorantes que se encuentran en
las membranas de las terminales dendriticas de las neuronas receptoras olfativas (ORNs por
sus siglas en ingles), las cuales a su vez se encuentran en los 6rganos olfativos de cada
organismo (Bruyne et al, 1999; Laurent, 1999).

Drosophila tiene dos 6rganos olfativos en su estado adulto. La antena, que contiene

en su tercer segmento aproximadamente 500 pelos sensoriales (sensilas), los cuales se
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dividen en tres clases morfol6gicas: sensilas basicdnica, tricodea y celocénica (Figura 4).
Cada sensila puede contener de dos a cuatro ORNs. En la pared de cada sensila existen
poros que permiten el paso de los odorantes para que estos puedan estimular a las ORNs. El
otro 6rgano olfativo en el adulto son los dos palpos maxilares, los cuales alojan 60 sensilas
basiconicas cada uno. En total, existen en las antenas y en los palpos 1200 y 120 ORNs

respectivamente (Carlson, 1996; Bruyne et al., 1999; Stocker, 2001).

tena
/an

150 tricodeas
200 basicénicas
60 celocénicas

Figura 4. Representacion esquematica del sistema olfativo de Drosophila, donde se muestran el tipo y nimero
de sensilas en los dos 6rganos olfativos, y sus proyecciones hacia el SNC. L A, 16bulo de |a antena; N A,
nervio de la antena; NL, nervio labiomaxilar; OL, 16bulo éptico; SOG, ganglio subesofigico. (Tomado de
Bruyne et al, 1999).

La identidad molecular de los receptores olfativos fue resuelta por primera vez en
los vertebrados, donde se demostré que estos receptores pertenecen a una familia de més de
1000 receptores a odorantes unidos a proteinas G, que se emplean en la discriminacién
olfativa (Bargmann, 1997; Krieger y Breer, 1999; Mombaerts, 1999).

Sin embargo, los invertebrados, como es el caso de Caenorhabditis elegansy de
Drosophila, poseen una menor cantidad de receptores olfativos. Se han encontrado en el
genoma de C. elegans poco mas de 500 genes que codifican para quimiorreceptores unidos
a proteinas G, pero lo mas interesante es que una gran fraccién de estos genes, se expresan
en mas de una ORN y en algunas células que no tienen funciones quimiosensoriales,
aunque e xisten genes que se expresan exclusivamente en una neurona ( Krieger y B reer,
1999). En Drosophila el nimero de receptores olfatorios acoplados a proteinas G es de
alrededor de 60.

Las ORNs reciben la informacién quimica y posteriormente la convierten a una

sefial eléctrica. Una vez que las moléculas odorantes estimulan los receptores unidos a
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proteinas G, las proteinas G inician una cascada de sefiales que puede ser de dos tipos
principales dependiendo de la especie de organismo o bien del tipo celular; Al igual que
ocurre en la vision, la proteina G activa a la fosfolipasa C (PLC), la cual hidroliza al
fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP;), lo cual origina una molécula de diacilglicerol
(DAG) y una molécula de inositol 1,4,5 trifosfato (IP;) que a su vez funcionan como
mensajeros intracelulares, activando canales ionicos en la membrana celular y generando
un potencial de accién en el receptor (Krieger y Breer, 1999).

En la otra cascada de sefializacion, la proteina G actiia sobre la adenilato ciclasa que
cataliza la formacion del 3’,5’-monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) a partir del 5°-
trifosfato de adenosina (ATP), lo que también promueve la activacion de canales ionicos
(Krieger y Breer, 1999). Existen también evidencias de ORN en langostas donde la misma
célula es capaz de responder a diferentes estimulos por medio de la cascada del IP; o del
AMPc (Fadool y Ache, 1994).
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1.3. El cerebro de Drosophila.

El cerebro de la mosca de la fruta esta conformado por alrededor de 250,000 células.
A pesar del relativamente pequefio nimero de células en el cerebro, la mosca es capaz de
realizar tareas complejas como son la orientacién (Giurfa y Menzel, 1997), el aprendizaje y
la memoria (http:/flybrain.uni-freiburg.de/Flybrain/html/.com).

Como ya se ha mencionado, en el cerebro de Drosophila existen dos l6bulos opticos
en los cuales se inicia el procesamiento de los estimulos visuales, y entre los cuales se
localiza el cerebro central el cual recibe la informacién que se procesé de los sistemas
visual y quimiorreceptor. Los l6bulos épticos se localizan de manera adyacente a los ojos, y
como ya se menciond estan constituidos por cuatro neurdpilos: la lamina, la médula, la
l6bula y la placa de la 16bula (figura 5).

El cerebro central consiste en los lobulos antenales, los cuerpos setiferos o
fungiformes y un complejo central.

Los l6bulos de las antenas forman parte del sistema olfativo. Estas estructuras
globulares estin constituidas de aproximadamente 40 glomérulos, que reciben la
informacion de las fibras receptoras provenientes del tercer segmento de las antenas y de
los palpos maxilares. Los l6bulos de las antenas estan posicionados enfrente del cerebro y
cercanos a la linea media (figura 5, en azul) (http:/flybrain.uni-freiburg.de/Flybrain/
html/.com).

Los cuerpos setiferos contienen 2,500 neuronas cada uno, y se han correlacionado
con la funcién del aprendizaje y la memoria. Los cuerpos setiferos (figura 5, en café) estan
constituidos por el neurépilo del ciliz situado de manera posterodorsal en el protocerebro,
el céliz se extiende de manera anteroposterior subdividiéndose en el lébulo dorsal que se
extiende de manera ascendente, y en el l6bulo medio y central que se extienden en
direccion de la linea media del cerebro (http://flybrain.uni-freiburg.de/Flybrain/html/.com).

El complejo central (figura 5, en verde), se sitlia en la parte media del cerebro arriba
del eséfago justo enfrente de la gran comisura. La gran c omisura es el mayor tracto de

fibras que une los dos hemisferios.



Figura 5. Reconstruccion tridimensional del cerebro de Drosophila. Rojo: médula; Naranja: l6bula; Amarillo:
placa de la l6bula; Café oscuro: cuerpos setiferos; Café claro: cuernos laterales; Azul: I6bulos de las antenas;
Verde: complejo central (Tomado de Rein et al., 2002).
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1.4. Las colinesterasas

En 1914 Sir Henry Dale postulé la existencia de una actividad enzimatica
responsable de finalizar la neurotransmisién mediada por acetilcolina (ACh) en las sinapsis
colinérgicas, enzima que posteriormente fue nombrada acetilcolinesterasa (AChE, EC
3.1.1.7., acetilcolin-hidrolasa, acetilcolin-acetilhidrolasa) (Taylor, 1991; Soreq et al., 1992).
En 1932 se tuvo la primera evidencia de que existia otra enzima capaz de hidrolizar esteres
de colina de manera similar ala A ChE. Esta enzima se denominé b utirilcolinesterasa o
pseudocolinesterasa (BChE, EC 3.1.1.8., BuChE, acilcolin-acilhidrolasa) debido a que esta
enzima presenta menor afinidad por el neurotransmisor ACh y tiene gran afinidad por la
butirilcolina. Para diferenciarlas se nombré colinesterasa verdadera o especifica a la AChE
(Darvesh et al., 2003). Aunque se creia que la BChE era una enzima no esencial, su estudio
tuvo un gran auge en el campo de la anestesia por la introduccién de relajantes musculares
como la succinilcolina, durante las cirugias. Esto se debié al descubrimiento de que la
BChE es la principal enzima encargada de terminar la accién de la succinilcolina y otros
compuestos como el mivacurium (Darvesh et al., 2003).

Hoy en dia diversas e videncias sefialan que en los vertebrados la A ChE no es la
unica encargada de mediar la neurotransmision. Estudios con ratones “knock out” para el
gen de la AChE y por lo tanto incapaces de producir AChE, han demostrado que los niveles
de acetilcolina se mantienen en equilibrio gracias a la accién de la BChE, cosa opuesta a lo
que pasa en ratones “knock out” para BChE; estos resultados demuestran que una de las
funciones bioldgicas de la BChE es actuar como corregulador en la degradacién de la ACh
durante la neurotransmisién (Darvesh et al., 2003). Igualmente en vertebrados se ha
propuesto que ambas enzimas, ademas de su funcién clasica como reguladoras de la
transmision colinérgica, tienen otras funciones. Diferentes autores han propuesto que ambas
enzimas actian como factores tréficos durante la proliferacién y diferenciacién celular del
sistema nervioso (Toutant, 1989; Wolfgang y Forte, 1989; Sanchez-Chévez, 1990; Taylor,
1991; Salceda y Martinez, 1992; Appleyard, 1994; Sanchez-Chavez y Salceda, 2001;
Darvesh et al., 2003).

También, se ha demostrado que las colinesterasas comparten un alto grado de
homologia con proteinas de adhesion celular como la neurotactina y la tiroglobulina, las
cuales se asemejan a las colinesterasas excepto que carecen del sitio activo (Mori et al.,
1987; Escalera et al., 1990; Scholl y Scheiffele, 2003).



En el caso de los insectos, la AChE ha sido el campo de interés de bioquimicos,
toxic6logos y genetistas por las siguientes razones (Toutant, 1989):

e En algunos dipteros, la AChE presenta actividades especificas
considerablemente altas | o que permite llevar a cabo diversos estudios
bioquimicos.

e La AChE es el blanco de compuestos de organofosfatos y carbamatos,
los cuales son dos tipos de poderosos inhibidores utilizados ampliamente
como pesticidas.

e Gracias a la facilidad de estudiar mutaciones en Drosophila, se ha
podido localizar el gen Ace que codifica para la AChE en el cromosoma
3 (Hall y Kankel, 1976), esto ha permitido estudios genéticos mas
precisos de los sistemas colinérgicos, y la clonacion del gen.

Asimismo diversos trabajos parecen indicar que existe una sola colinesterasa con
caracteristicas compartidas entre la AChE y la BChE (Melanson, 1985; Gnagey et al.,
1988).

1.4.1. Propiedades cataliticas (especificidad a sustratos).

La AChE y la BChE, también conocidas como colinesterasas (ChEs), son
glicoproteinas del grupo de las esterasas de serina cuya funcién caracteristica, como ya se
ha indicado, es el hidrolizar esteres de colina tales como la acetilcolina (Toutant, 1989;
Sanchez-Chavez, 1990; Soreq et al., 1992; Brochier et al., 2001). Las colinesterasas pueden
diferenciarse de otras esterasas no especificas (las cuales no usan esteres de colina como
sustrato 6ptimo), debido a que presentan inhibicién por concentraciones de 10° M de
eserina (fisostigmina) (Toutant, 1989; Sanchez-Chavez, 1990).

Asimismo existen criterios farmacolégicos para diferenciar entre la AChE y la
BChE. Se ha visto que la AChE es tipicamente inhibida por concentraciones de 10° M de
1,5-bis (4-alil-dimetil-amonio-fenil) pentan-3-uno-dibromuro (BW284c¢51), mientras que la
BChE es sensible a concentraciones de 10° M de tetra-isopropil-pirofosforamida (iso-
OMPA) (Toutant, 1989; Sanchez-Chévez, 1990). Ademas, la AChE presenta inhibicién por
altas concentraciones de sustrato e hidroliza especificamente a la ACh o su andlogo
acetiltiocolina (AcSCh o ATCh), pero hidroliza de manera menos eficiente a la
propionilcolina (PrCh) y a la propioniltiocolina (PrSCh), y ain en menor grado a la
butirilcolina (BuCh) (Toutant, 1989). La BChE utiliza como sustrato especifico la BuCh o a
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su anélogo la butiriltiocolina (BuSCh o BTCh). La BChE ademas es capaz de degradar a
una gran variedad de esteres de colina y aunque no hay evidencia de que presente
inhibicion por sustratos (Toutant, 1989; Soreq et al., 1992), la concentracién y el tipo de
sustrato 6ptimo varia entre especies (Toutant, 1989).

Se ha visto que en extractos crudos de diferentes insectos, existe una diferencia en la
actividad de hidrélisis de ACh, lo que indica que hay una notable diferencia en el contenido
total de ChEs. Esto parece estar relacionado con la conducta de cada organismo, ya que se
ha observado que el nivel de actividad de la AChE es alto en el cerebro de la abeja y el
ganglio ventral de la cucaracha, pero el nivel de actividad es bajo en hemipteros,
coledpteros y lepidopteros. De acuerdo con Toutant (1989), la amplitud de las variaciones
en las actividades especificas de las distintas especies es probablemente mayor a 20 veces.

Melanson et al. (1985) concluyé que el 95% de la hidrdlisis de la ACh en
Drosophila, es debida tinicamente a la actividad de AChE; Sin embargo, se ha postulado
que la AChE de invertebrados posee una especificidad a sustratos intermedia entre la
AChE y la BChE de mamiferos (Gnagey et al., 1986; Toutant, 1989).

1.4.2. Sitios activos.

El sitio activo de las colinesterasas se localiza al fondo de una garganta y estd
formado por dos subsitios: un subsitio aniénico ¢ onstituido p or un residuo de triptofano
cuya funcién consiste en unirse al nitrégeno cuaternario de la colina, y un subsitio de unién
a ester que se encuentra en el fondo del sitio activo y que es donde se lleva acabo la
reaccion catalitica (Figura 6) (Sanchez-Chavez, 1990; Taylor, 1991; Marcel et al., 2000;
Brochier et al., 2001; Darvesh et al., 2003). Por experimentos de mutagénesis dirigida a
sitios especificos, se han encontrado los residuos de aminoacidos relacionados con la
actividad catalitica y los sitios de unién de los inhibidores; esto ha demostrado que el sitio
catalitico (subsitio de unidn a esteres) esta formado por una triada compuesta por serina,
histidina y un residuo acido que es glutamato (en muchas otras esterasas de serina como es
el caso de la tripsina, el residuo 4cido es por lo general aspartato) (Taylor, 1991; Soreq et
al., 1992; Soreq y Seidman, 2001; Darvesh et al., 2003).

Existe otro subsitio de unién a sustratos e inhibidores, el cual es periférico y se
localiza a la entrada del sitio activo (Figura 6) (Soreq et al., 1992; Brochier et al., 2001;
Darvesh et al., 2003); se ha demostrado que este subsitio es el que le confiere a las

colinesterasas algunas de las propiedades que son diferentes a las de la hidrélisis de la ACh.
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Layer y Small (citados en Soreq y Seidman, 2001) demostraron que la neurogénesis no se
ve afectada cuando se inhibe el sitio activo de las ChEs, sin embargo el tratamiento con un

inhibidor que actda sobre el subsitio periférico disminuye la neurogénesis.

Sitio de

Figura 6. Por cristalografia de rayos X, se ha determinado que el sitio activo de las colinesteras se encuentra
formado por una triada (subsitio catalitico) formada por los residuos de serina (S), histidina (H) y contrario a
las demas hidrolasas de serina, un glutamato (E). Ademas existe un subsitio aniénico constituido por un
triptofano (W), al cual se une el nitrégeno cuatemario de la colina. Los sustratos son guiados al fondo de la
garganta del sitio activo por las interacciones con los residuos de 4cido aspértico (D) y tirosina (Y) que se
encuentran en la entrada de la garganta. A la derecha, se sefialan las partes que conforman la garganta del sitio
activo asi como el sitio de union periférico [Tomado de Darvesh et al., 2003 (izquierda); Soreq y Seidman,
2001 (derecha)].

Asi bien, la reaccion catalitica de la enzima se lleva a cabo de la siguiente manera:
el nitrégeno cuaternario de la ACh cargado positivamente, se une con el triptofano del
subsitio aniénico (que presenta una carga negativa), posteriormente el grupo hidroxilo de la
serina de la triada del sitio activo reacciona con el acetato, separando asi a la colina del
resto de la molécula sustrato y liberdndola al medio (en este proceso la enzima es
acetilada). El siguiente paso es la liberacién del producto, para lo cual es necesaria la
adicién de una molécula de agua que desacetila a la enzima y da como resultado la
formacién de una molécula de 4cido acético (Figura 7) (Toutant, 1989; Sanchez-Chavez,

1990; Taylor, 1991; Soreq et al., 1992; Soreq y Seidman, 2001; Darvesh et al., 2003).
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Figura 7. Representacion esquemdtica de la hidrélisis de la AChE. k;: interacciones alostéricas de la colina
con el subsitio aniénico, k,: la AChE es acetilada liberando a la colina, k;: una molécula de agua conlleva a la
regeneracion de la AChE y a la formacién de acido acético (Modificado de Toutant, 1989).

1.4.3. Formas moleculares.

En vertebrados las ChEs se presentan en seis formas moleculares diferentes, que a
su vez se clasifican en globulares y asimétricas; estas ultimas pueden presentar uno, dos o
tres tetrameros de la subunidad catalitica, y ademés se encuentran unidas a una cola con
naturaleza similar a la coldgena (Figura 8) (Toutant, 1989; Sénchez-Chavez, 1990; Taylor,
1991; Massoulié et al., 1991; Massoulié et al., 1992; Darvesh et al., 2003). No obstante en
invertebrados no hay evidencias de la existencia de formas asimétricas.

Las formas globulares son solubles en soluciones de baja fuerza i6nica, y pueden ser
de tres tipos dependiendo del nimero de subunidades cataliticas: el monémero G1 (4S; PM
70,000), el dimero G2 (6S; PM 165,000) y el tetrimero G4 (11S; PM 331,000); y para
formar los dimeros y los tetrdmeros las subunidades cataliticas se unen entre si por medio
de puentes disulfuro (Toutant, 1989; Sanchez-Chavez, 1990; Massoulié et al., 1991; Taylor,
1991; Darvesh et al., 2003).
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Figura 8. Formas moleculares de las ChEs. Las formas globulares se denominan G1, G2 y G4 dependiendo
del mimero de subunidades cataliticas que las constituyen; cada una de estas formas puede ser procesada
postranscripcionalmente de manera alternativa dependiendo de su extremo carboxilo. Algunas formas
asimétricas (A) estin unidas a una cola tipo coligena que las mantiene ancladas a la matriz extracelular
(Modificado de Darvesh et al., 2003).

Tanto en vertebrados como en invertebrados existen formas globulares con
propiedades anfifilicas, las cuales son monémeros o dimeros (Gly, y G2, respectivamente;
la letra “m” hace referencia a que estin unidas a la membrana) de la subunidad catalitica,
que son procesados postranscripcionalmente en el aparato de Golgi, donde las subunidades
cataliticas se unen a un dominio hidrofébico formado por un glucofosfolipido; este dominio
mantiene a la molécula unida a la membrana celular. También se han podido encontrar
moléculas anfifilicas que son secretadas al medio extracelular (Massoulié et al., 1991).
Igualmente, en vertebrados se ha visto que las formas G4 también pueden presentarse como
formas asimétricas con propiedades anfifilicas. En este caso el tetramero se encuentra unido
a la membrana por proteinas de anclaje (figura 8); dichas proteinas son conocidas como
proteinas de anclaje a la membrana ricas en prolina (algunos autores las han nombrado
PRIMA, por sus siglas en inglés), y son subunidades hidrofébicas no cataliticas de
aproximadamente 20 kDa (Massoulié et al., 1991; Perrier et al., 2002; Darvesh et al., 2003).
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No obstante, en invertebrados no existen evidencias de la presencia de las formas G4
unidas o no a la proteina PRIMA.

En el caso de los dipteros como Drosophila, se sabe que la mayor cantidad de la
enzima se encuentra en forma G2, aunque también existen las formas Gl y G2
hidrofilicas, y la forma G1,, pero en una menor proporcién (Gnagey et al., 1987; Fournier
et al., 1987; Toutant et al., 1988; Toutant, 1989).

1.4.4. Biosintesis y secrecion.

La AChE y la BChE de vertebrados son codificadas cada una por un gen, el cual por
procesamiento alternativo de mRNA y por modificaciones postraduccionales, produce las
diferentes formas moleculares (Sanchez-Chavez, 1990; Taylor, 1991; Vallette et al., 1991).
En Drosophila la AChE esta codificada por un solo gen (Ace). El gen Ace tiene una
longitud de 30629 nucledtidos y se encuentra en el segmento 87E2-87E3
(http://flybase.bio.indiana.edu:82/) del brazo derecho del tercer cromosoma (Hall y Kankel,
1976).

El gen Ace codifica para una proteina precursora cuyo peso es de 70 kDa que
durante su modificacién produce dos polipeptidos (55 kDa y 16 kDa respectivamente e
inicialmente se encuentran unidos de manera no covalente) (Gnagey et al., 1987 Fournier et
al., 1988; Mutero y Fournier, 1991). El polipéptido de 16 kDa contiene el extremo amino
de la molécula inicial, mientras que el de 55 kDa contiene el extremo carboxilo (sitio de
unién al glucolipido de anclaje a la membrana), el sitio activo, y la cisteina involucrada en
el anclaje por puentes disulfuro entre las subunidades que forman los dimeros G2 (Fournier
et al., 1988; Toutant 1989; Mutero y Fournier, 1991).

El sitio hipotético para la ruptura proteolitica encargada de generar los fragmentos
de 16 kDa y 55 kDa, se localiza en la secuencia de residuos de aminoacido 148-180, y no es
una secuencia homologa a la de vertebrados (Fournier et al., 1988; Toutant 1989; Mutero y
Fournier, 1991). No obstante, se considera que la protedlisis de las diferentes formas
moleculares de la enzima, se lleva acabo de manera postraduccional y después de la unién a

los glucolipidos.

1.4.5. Localizacién celular y tisular de la AChE en invertebrados.

En los dipteros, la zona de mayor actividad enzimatica de ChEs est4 concentrada en
la cabeza (65-90%) y el térax (Toutant, 1989).
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Diversos estudios muestran una localizacion preferencial de la AChE en los
neurdpilos del sistema nervioso central y menos frecuentemente en los cuerpos celulares de
las neuronas aunque ninguno de estos estudios ha confirmado la presencia de la BChE en
una gran variedad de invertebrados (Toutant, 1989). Asi bien, en Drosophila se ha podido
localizar actividad de la AChE en el ganglio metatoracico y en el cerebro (Hall y Kankel,
1976); especificamente en la lamina y la médula del 16bulo éptico, asi como en los l6bulos
de las antenas y en los tractos glomerulares de las antenas (Toutant, 1989).

Con el uso de anticuerpos monoclonales, W olfang y Forte (1989) demostraron la
presencia de AChE durante el desarrollo del sistema visual de Drosophila (principalmente
en células de la retinula). Ademas observaron que hay una acumulacién bifasica de la
AChE durante el desarrollo del sistema visual, la enzima se expresa primero en las células
de la retinula, y una vez diferenciada ésta la proporcién de la enzima disminuye y comienza
a acumularse en los 16bulos dpticos.

Resulta interesante que el patron de expresion de la acetilcolintransferasa (enzima
encargada de la sintesis de ACh) en Drosophila, es muy similar al que presenta la AChE
(Toutant, 1989).

En estudios con mutaciones del gen Ace usando mosaicos genéticos, se demostré la
ausencia del transitorio off en el electroretinograma, lo que indica que la transmision
sinaptica es anormal (Toutant, 1989).

Sabiendo que la acetilcolina es uno de los principales neurotransmisores del cerebro
de la mosca y la AChE es importante en el desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC)
y del sistema visual, es importante estudiar la actividad de esta enzima en el SNC de

moscas silvestres y con mutaciones sensoriales.
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I1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Hipétesis
Las mutantes sensoriales de Drosophila pueden presentar cambios en la actividad de

ACHE, lo cual posiblemente refleja alteraciones en la neurotransmision colinérgica.

Objetivos.

Determinar las caracteristicas cinéticas y el efecto de inhibidores especificos en la
actividad de la AChE en Drosophila.

Determinar la actividad de la AChE en diferentes cepas mutantes de Drosophila,
utilizando los sustratos e inhibidores especificos caracterizados en las colinesterasas de
vertebrados.

Determinar por métodos histoquimicos la actividad de las colinesterasas en cepas
mutantes y silvestres de Drosophila.
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III. Métodos

3.1. Animales.

Diferentes cepas de Drosophila fueron cultivadas en el laboratorio en frascos con
piloncillo, agar, levadura y grenetina; fueron mantenidas a 25° C en una humedad relativa
del 50% 6 a temperatura ambiente.

Se utilizaron dos cepas silvestres de Drosophila (yw y ORR) y las siguientes
mutantes:

e Cepa mutante norpA.

El producto proteico codificado por el gen norpA es la PLC de tipo B, la cual se
encarga de hidrolizar el fosfatidil inositol 4,5-bifosfato originando una molécula de
diacilglicerol (DAG) y una molécula de inositol 1,4,5 trifosfato (LP3); compuestos que
funcionan como mensajeros intracelulares tanto en la fototransduccién como en la
quimiotransduccién. El fenotipo de la mutante del gen norpA se identificé por sus defectos
electrofisiologicos y conductuales (Riesgo-Escovar et al., 1995; Carlson, 1996; Krieger y
Breer, 1999).

e (Cepas nanahuatzin (nana): nana' y nana'®.

Las cepas mutantes nana’ y nana'® fueron obtenidas a partir de una insercién de un
transposon (conocido como elemento P) en el gen que codifica para una acil glicerol 3-P-
aciltransferasa, enzima que se encarga de agregar una segunda cadena de 4cido graso a un
lisofosfolipido, dando como reultado un fosfolipido. La actividad de esta enzima es 50 %
menor que la de la cepa silvestre (Riesgo-Escovar et al. no publicado). Experimentos de
hibridacion in situ han mostrado que este gen se expresa en fotorreceptores y neuronas
olfatorias. El electroretinograma (ERG) muestra una reduccién importante, lo cual implica
que la neurotransmisién entre los fotorreceptores y las primeras interneuronas esta

disminuida o no existe, esto correlaciona con las pruebas conductuales (Riesgo-Escovar et

al. no publicado).

revi3

e Cepa nana

!
La cepa nana™"

es una revertiente de la mutante nana’. En este caso se hizo saltar
al elemento P de manera limpia, y el gen quedé intacto. Las pruebas de comportamiento,
las de actividad bioquimica, asi como los electrorretinogramas, muestran que la funcién

visual y la actividad enzimatica de la acil glicerol 3-P- aciltransferasa se han restablecido en

esta cepa.
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o Cepa chico.

El gen chico codifica para una proteina adaptadora que participa en la activacion del
receptor de insulina (INR), esta proteina es homdloga al sustrato del receptor de insulina
(IRS) de vertebrados, y juega un papel crucial en el control del tamafio corporal,
interviniendo en el crecimiento y proliferacion celular (Béhni et al., 1999; Brogiolo et al.,
2001; Oldham, 2002). La mutante homocigota para el gen chico (chico”™) presenta
alteraciones visuales, que se reflejan en una disminucién importante de la amplitud del
potencial del receptor en el ERG; Sin embargo, la mutante heterociga para el gen chico
(chico/CyO) se comporta como la cepa silvestre. Por lo anterior se puede considerar a la
mutante chico™ como un modelo de estudio de la diabetes.

Pacientes diabéticos y modelos animales de esta enfermedad presentan
complicaciones secundarias que incluyen diversas neuropatias, las cuales se caracterizan
por presentar una gran variedad de cambios asociados con una disminucién en la actividad
sensorial y motora de los organismos (Suhail y Rizvi, 1989).

e Cepa Ace.

El gen Ace como ya se menciond, codifica para la AChE; la mutante heterdciga para
este gen es viable en condiciones éptimas, pero en condiciones de estrés las mutantes son
poco resistentes d ebido a que esta cepano es capaz de producir una mayor cantidad de

AChE. Mutantes homocigotas para este gen son letales (Hall y Kankel, 1976).

3.2. Determinacién bioquimica de AChE.

Para las determinaciones de la actividad de la AChE se hicieron lotes de 6 a 9
moscas, las cuales se adormecieron en un refrigerador a 4 °C por 10 minutos, y después se
colocaron en cajas de petri sobre hielo y se decapitaron con pinzas. Las cabezas de las
moscas se colocaron en tubos pequeifios y se guardaron a una temperatura de -70 °C de 3 a
15 dias.

Las cabezas se homogenizaron en 100pul de una solucién buffer (Tris-HCl 10mM,
MgCl; 50mM, NaCl 1 M, pH 7.0) y 10ul de un coctel de antiproteinaeoliticos (1 mM de
EGTA, 1 mg/ml de bacitracina, 2 mM de benzamidina, 0.1 mg/ml de inhibidor de tripsina
de soya, 10 pg/ml de pepstatina, 20 U/ml de aprotinina y 20 pg/ml de leupeptina); la
homogenizacién se llevé a cabo en hielo, en un tubo eppendorf con un pistén de pléstico a
480 rpm. Las muestras se congelaron a -70 °C hasta la determinacién de la actividad

enzimatica.
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La actividad de la AChE se determiné por el método de Ellman et al (1961)
modificado para microplacas. El método utiliza acetiltiocolina (AcSCh) 6 butiriltiocolina
(BuSCh) como sustratos especificos para la AChE y BChE, respectivamente. La reaccién
se lleva a cabo en dos pasos: primero la AcSCh es hidrolizada por la AChE formando acido
acético y tiocolina reducida. Esta reacciona con el acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico
(DTNB) que se oxida a 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina y finalmente es reducido al 5-
tio-2-nitrobenzoato, anion amarillo cuya absorbencia se puede medir a 410 nm.

Para medir la actividad de AChE se tomaron 5 pl del homogenado a los cuales se les
agregaron 45 pl de buffer de homogenizacion, 200 pl de una mezcla de reaccién que
contiene buffer fosfato de Na 100 mM pH 7.5, 450 pM de DTNB y Tritén X-100 a una
concentracion final de 0.05 %. Se preincubd a temperatura ambiente durante 30 min., se
agreg el sustrato AcSCh o BuSCh segtin el caso a una concentracion final de 1 mM, y la
actividad se siguié a 37 °C durante 10 min. a 410 nm en un lector de microplacas CERES
UV 900C BIO-TEK Instruments Inc.

La actividad especifica de cada reaccion enzimidtica se determiné por la adicion al
sistema de incubacion de los inhibidores especificos de AChE y BChE, BW 248c51 (15
uM) y iso-OMPA (75 uM). Todas las muestras se midieron por duplicado.

3.3. Determinacién de proteinas.
La concentracion de proteina en las muestras se determino por el método de Lowry
et al. (1951), utilizando un sistema de reactivos de Bio-Rad, con albiimina de suero bovino

como estandar.

3.4. Determinacién histoquimica de AChE.

Las cabezas de las moscas se fijaron por dos procedimientos: 1) Las moscas vivas
se congelaron a —20 °C de 20 a 30 min., se decapitaron y las cabezas se mantuvieron a —70
°C por una hora. Posteriormente se incluyeron en Tissue-Tek durante 15 min. a -70 °C, y
se cortaron. 2) Las cabezas se fijaron en paraformaldehido 4% (PFA) / buffer fosfatos
salinos 0.1 M, pH 7.4 (PBS) por 15 min. Luego se afiadié Tween 20 al 0.1% y se fijo por

30 min. adicionales. Se hicieron 2 lavados de 10 min. cada uno en una solucién de PBS /

28



Tween al 0.1% (PBST). Las cabezas se embebieron en Tissue-Tek y se hicieron cortes por
congelacion, de 6 a 10 um de grosor, en un CRYOTOME 620 de Anglia Scientific.

Los cortes se montaron en laminillas tratadas con Poly-L-lisina. Posteriormente se
pusieron a secar las laminillas a 60° C por 30 min. Los cortes se postfijaron en PFA 4% /
PBST por 10 min., se lavaron con el mismo buffer y se guardaron en refrigeracion a 4° C.

Los cortes se procesaron siguiendo la técnica histoquimica de colinesterasas de
Karnovsky y Roots (1964). Las laminillas con los cortes se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente en 2 ml de una solucién que contenia: AcSCh o BuSCh, 0.1 M de
citrato de sodio, 30 mM de sulfato de cobre, 5 mM de ferricianuro de potasio, en un buffer
de fosfato de sodio 0.1 M a pH 6.0. La actividad especifica se identificé afiadiendo al
medio de incubacién 0.1 mM de iso-OMPA y/o 0.01 mM de BW 284c51. Al finalizar la
incubacion, las muestras se lavaron con agua desionizada y se montaron con cubreobjetos
utilizando gelatina glicerinada. Paralelamente se realizaron incubaciones sin el sustrato
(controles negativos).

La reaccidn utiliza la hidrélisis de AcSCh por la AChE formando acido acético y
tiocolina reducida. La tiocolina reducida se oxida reduciendo el ferricianuro en
ferrocianuro. Este tiltimo se combina con iones de cobre para formar ferrocianuro de cobre,
de color pardo rojizo e insoluble. Este compuesto se denomina Hatchett’s Brown (pardo de
Hatchett). El cobre actia como agente quelante y por ello se compleja con citrato para
evitar la formacion de ferricianuro de cobre (Sianchez-Chavez, 1990).

Los cortes se observaron en un microscopio 6ptico Nikon ALPHAPHOT YS, y las
fotografias se tomaron con una cdmara digital Nikon DXM1200.

3.5. Métodos estadisticos.

La actividad de la AChE en las diferentes cepas se comparé por medio de una
prueba de  de student.
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IV. RESULTADOS

4.1 Cinética enzimética.

Para conocer la cinética de la AChE en Drosophila se utilizo la cepa silvestre yw.
La actividad de la enzima en funciéon de la concentracién de sustrato (0.03-1.5 mM de
AcSCh y BuSCh respectivamente) presentd una curva de saturacién Michaeliana (figura 9).
La actividad para ambos sustratos se inhibié completamente en presencia de BW284c51.
La grafica de Eddie-Hofstee muestra una afinidad aparente (Kmapp) de 160 pM y una Vax
de 6.8 umol min"' mg"' proteina, para el sustrato AcSCh (Figura 10). En presencia de (iso-
OMPA 50 pM) se observé una K, app de 340 pM y Vinay de 4.1 pmol min” mg”' proteina.

La actividad para BuSCh mostr6é un valor de Ky, appde 400 pM y una Vi, de 4.2

pmol min"' mg’' proteina.

------

o |

=}
15

[sustrato] (mM)

Figura 9. La velocidad de hidrélisis de las ChEs en la cepa yw, se graficé contra diferentes concentraciones
(0.03-1.5 mM) de AcSCh y BuSCh. AcSCh (circulos negros), AcSCh mas iso-OMPA 50 uM (circulos
blancos), BuSCh (cuadrados negros) y BuSCh méas BW284c51 10uM (cuadrados blancos). Cada punto es el

promedio de por lo menos 3 experimentos individuales * el error estandar.
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Figura 10. Grifica de Eddie-Hofstee. Los datos se tomaron de la figura 8. AcSCh (circulos), AcSCh en
presencia de iso-OMPA (cuadrados) y BuSCh (triangulos).

4.2. Actividad de AChE en mutantes sensoriales.

La actividad de la AChE no mostré diferencias entre las cepas silvestres estudiadas.
Como se muestra en la tabla I, no existe diferencia significativa en la actividad de la AChE
entre las cepas mutantes y las silvestres, al usar AcSCh como sustrato. Esta actividad se
inhibié en un 30-35 % por iso-OMPA en la mayoria de las cepas (tabla 1). Sin embargo la
mutante Ace presenta una inhibicion mayor, y aunque no se pudo medir la actividad total en
la cepa chico, la actividad en presencia de iso-OMPA es significativamente menor a la que
presentan las cepas silvestres (tabla I).

La actividad de AChE determinada con BuSCh fue similar en todas las cepas
estudiadas (figura 11) y se inhibié totalmente en presencia de BW284c51. La actividad de
AChE utilizando BuSCh es 30 % menor que para AcSCh; esta actividad disminuy6 en un
30 % en presencia de iso-OMPA en las cepas silvestres y 50 % en las mutantes estudiadas.

La actividad de la enzima en la mutante Ace present6 una mayor sensibilidad para el
is0-OMPA (inhibici6n del 60 %).
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TABLA I

Actividad de AChE en diferentes cepas de Drosophila

Actividad (umol min” mg’' proteina)

CEPA AcSCh AcSCh + iso-OMPA
ORR 4.410* 0.250 3.07020.210 e
yw 4.870*0.278 3.082%0.189 o
norpA 4.678 - 0.184 3.212°0.236 o
nana’ 5.451*0.316 3.123%0.225 o
nana”” 4.108 * 0.451 3.30170.251 e
nana™"” 4.800 * 0.475 2.870-0.394 o
chico / CyO 3.992 * 0.690 2.315%0.298 »
chico” nd 1.638%0.163 *
Ace 4.466 - 0.181 2.023*0.05* e

La actividad de AChE en diferentes cepas de Drosophila se midié como se describe en materiales y métodos.
Los experimentos se realizaron con acetiltiocolina 1 mM en ausencia y presencia de iso-OMPA. Cada dato es
el promedio * el error estindar. n = 4 — 12. (*); diferencia contra el control con una p < 0.01. (®); diferencia

contra la actividad total de la misma cepa con una p < 0.05. nd; no determinado.

5
I Sustrato
[ Sustrato + iso-OMPA
a 7
2
o
o
E 4 I
£
£
3 I i
2 * *
*k
1 -
0 T T T T
ORR ORR chico/CyO norpA nana1 nanaib  Ace
AcSCh - : . ; 8 . .
BuSCh - + + + + + +

Figura I1. La actividad de las ChEs con | mM de AcSCh o BuSCh, en presencia (barras negras) y ausencia
(barras blancas) de iso-OMPA 50 pM en diferentes cepas de Drosophila, se determiné como se describe en
materiales y métodos. Los datos son el promedio * el error estandar de por lo menos tres experimentos. (*);

diferencia significativa contra el control con una p < 0.05. (**); diferencia significativa contra el control con
una p < 0.01.
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4.3. Histoquimica de la AChE.

La actividad de AChE en cabezas de Drosophila se estudié histoquimicamente en
diferentes mutantes sensoriales. La estimacion de la intensidad de la coloracién del
producto de la reaccion se estimé de manera cualitativa por la observacion de cortes de 5-
10 cabezas por cepa, tomando como control la incubacién sin sustrato y la coloracién
obtenida en las cepas silvestres (tabla II).

Como se observa en la figura 12, la coloracién que presenta el cerebro de las cepas
silvestres incubadas en AcSCh o BuSCh es evidente en comparacion con los cortes
incubados sin sustrato. Dado que la cepa yw carece de pigmentacién en los ojos a diferencia
de las otras cepas incluida la ORR, los cortes de esta cepa incubados sin sustrato se
muestran totalmente transparentes (figura 12 A); esto permite que se pueda comparar entre
el color formado por la reaccion de la AChE en presencia de los sustratos, y los cortes que
se incubaron sin estos. Asi se determin6 que los pigmentos de los ojos (en las cepas que los

presentan, ejemplo ORR), no interfiere con la coloracién obtenida por el producto de

reaccion.
TABLA II
Histoquimica de colinesterasas en diferentes cepas de Drosophila
Cepa Sin AcSCh AcSCh AcSCh BuSCh BuSCh BuSCh
sustra | AcSCh + + +is0-OMPA | BuSCh + + + 1so-OMPA

to iso-OMPA BW +BW Iso-OMPA BW +BW
ORR 0 + +- 0 0 nd nd 0 nd
yw 0 + +- - - + nd +/- +-
norpA 0 + +/- - nd +- +/- nd nd
nana’ 0 nd +- 0 0 nd +- 0 0
nana' 0 nd +- : +- nd +- - 0
nand®™” | 0 nd + - +- nd + +- +-

La actividad de las colinesterasas se interpreto de acuerdo a la intensidad del producto: (0) intensidad

ausente; (-) intensidad apenas tenue; (+/-) intensidad moderada; (+) intensidad marcada. nd: no determinado.

En las cepas yw y ORR se observé que la AChE se encuentra distribuida
homogéneamente en todas las dreas del cerebro. Ademés en algunos cortes se pudo
constatar la presencia de las ChEs en las antenas; no obstante, en las células de la retinula

no se encontré actividad. Sin embargo, en la lamina que es donde se encuentran las
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primeras sinapsis entre los fotorreceptores y el cerebro, se observé una marcada actividad
(figura 12 B). Esta actividad disminuyé en presencia de iso-OMPA (figura 12 C).
Resultados similares se observaron en las mutantes (figura 12 G y H; tabla II).

Los cortes de la cepa silvestre incubados con AcSCh o BuSCh en presencia de
BW284c¢51 mostraron muy baja actividad (figura 12 D y E).

Resultados semejantes se observaron en los dos tipos de fijacién empleados, sin
embargo en el pretratamiento sin PFA el tejido qued6é mejor preservado.

TRy,

s 100um | - 2 L'/
100um . ; \"!
C) yw: AcSCh + iso-OMPA D) yw: AcSCh+BW284c51




X --.f\ ',
™\ - 1 Vs
'\‘- H 4 I ("r' \\
e W omtef o=
- ol S : 3
E) yw: BuSCh + BW284c51 F) norpA: Sin sustrato

. ; \
L 100um ' i -
’ & &
28 £ 1Y SR
G) norpA: AcSCh H) norpA: AcSCh + iso-OMPA
Figura 12. La determinacién de la actividad de la ChEs por métodos histoquimicos se realizé6 como se

describe en materiales y métodos. La coloracién que presentaron las cepas yw y ORR se tom6 como control, y
la actividad de las diferentes cepas mutantes se compard con ésta.
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V. DISCUSION

La AChE es una enzima ampliamente distribuida en el sistema nervioso de
vertebrados e invertebrados, que elimina al neurotransmisor ACh del espacio sinéptico.
Esta enzima es altamente especifica para hidrolizar ACh y es inhibida selectivamente por
BW284c51. La BChE o pseudocolinesterasa es una enzima que en vertebrados, colocaliza
muchas ocasiones con la AChE, no obstante, existen pocos invertebrados en donde se ha
postulado la presencia de esta enzima (Chatonnet y Lockdrige, 1989; Toutant, 1989). La
BChE hidroliza preferentemente BuCh y es inhibida por iso-OMPA. La actividad de estas

enzimas varia en diferentes condiciones fisiolégicas y patolégicas.

En Drosophila, la actividad de AChE se ha correlacionado con el desarrollo del
sistema visual y olfativo, y condiciones homdcigas mutantes en mosaicos genéticos para el
gen Ace (AChE) en el 16bulo 6ptico llevan a alteraciones en el electrorretinograma. Lo
anterior sefiala que esta enzima tiene una funcién relevante en la fisiologia de los sistemas
sensoriales, por lo que en este estudio se analizo la posible alteracion en la actividad de la

ACHE en distintas mutantes sensoriales.

5.1. Localizacién histoquimica de AChE.

Como se muestra en la figura 13, la actividad de la AChE esta distribuida de manera
homogénea en el cerebro de Drosophila. Estos datos concuerdan con los resultados
obtenidos anteriormente por diversos autores (Toutant, 1989), quienes han localizado a la
ACHhE en los neurdpilos de todo el cerebro. Debe hacerse notar que la actividad de la AChE
estd presente en las antenas pero no en la retina, como previamente se describié por
Wolfang y Forte (1989).

Nuestros resultados no muestran diferencias en la localizacion de AChE en el
cerebro de las cepas estudiadas. La técnica histoquimica resulta adecuada para observar la
distribucién de la enzima estudiada, pero no permite conocer la variacion en la actividad;
por lo que para su cuantificacion fue necesario realizar estudios bioquimicos, en donde si se

observa una disminucién de la actividad de esta enzima en presencia de iso-OMPA.
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5.2. Propiedades de la AChE en Drosophila.

En Drosophila existe relativamente poca informacién respecto a las caracteristicas
de la AChE. Estudios previos demostraron que la AChE de invertebrados hidroliza ACh
con alta afinidad (K., 20-60 pM, Silver y Presscott, 1982; Zindge et al., 1983; Melanson et
al., 1985). Nuestros resultados en Drosophila demostraron una K, (160 pM) semejante a la
reportada en eritrocitos de humanos (150 puM, Suhail y Rizvi, 1989), microsomas de
musculo en conejo (100-120 uM, Mufioz-Delgado y Vidal, 1986) y retina de vertebrados
(150-420 uM, Hutchins, 1987; Salceda y Martinez, 1992). Melanson et al. (1985)
reportaron que la AChE de Drosophila no es afectada por iso-OMPA. En contraste,
nuestros resultados presentan una disminucién en la Kn ¥y Vmax en presencia de este
inhibidor.

Resulta interesante que la actividlad de AChE en presencia de iso-OMPA, es la
misma que se midié usando BuSCh como sustrato. Estos resultados sugieren que se puede
tratar de 1a presencia de d os enzimas (AChE y B ChE) que utilizan ambos sustratos con
diferente afinidad. La K, para BuSCh o AcSCh en presencia de iso-OMPA (340-400 pM)
es semejante a la reportada para la BChE en retina de vertebrados (132-666 pM) y diferente
a la observada en suero de caballo (24 uM, Gatley, 1990). Adicionalmente la actividad de
AChE observada para ambos sustratos es totalmente inhibida en presencia de BW284c51.
De acuerdo con este ultimo resultado, estudios previos mostraron que el 95 % de la AChE
de Drosophila es inhibida con BW284c51 (Hall y Kankel, 1976; Zingde et al., 1983;
Melanson et al., 1995; Gnagey et al., 1987; Toutant, 1988; Toutant et al., 1989). En estos
trabajos el andlisis electroforético revelé solo la presencia de AChE en Drosophila
(Melanson et al., 1995; Gnagey et al., 1987; Toutant, 1988; Toutant et al., 1989). El
genoma de Drosophila se secuencid recientemente, y blsquedas exhaustivas no
encontraron un gen que codifique para la BChE (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/
query.fcgi y http:/flybase.bio.indiana.edu:82/). Estas busquedas confirmaron estudios

previos en que se identificé un solo gen para AChE en Drosophila (Hall y Kankel, 1976).
Sin embargo, la caracterizacién de la actividad de AChE en nuestro trabajo muestra que
esta enzima comparte algunas caracteristicas de la BChE de vertebrados (inhibicion por iso-
OMPA, parecido en parametros enzimaticos con BuSCh como sustrato) y de la AChE de
vertebrados (inhibicién por BW284c51, parecido en pardmetros enzimaticos con AcSCh
como sustrato). En conjunto estos resultados indican la presencia de una enzima (AChE/ el

gen Ace) con caracteristicas algo diferentes a la de los vertebrados, que tiene una
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preferencia intermedia entre AChE y BChE por sus sustratos tal como lo reportaron
Gnagey y colaboradores (1987), y que es sensible a iso-OMPA.

5.3. Actividad de la AChE en mutantes sensoriales.

Los resultados muestran que la actividad de la AChE (utilizando como sustrato
AcSCh) es similar en todas las cepas estudiadas, aunque la actividad de la enzima en la
cepa chico/CyO mostré una pequefia reduccion, que no es estadisticamente significativa.

La actividad total de la AChE en todas las cepas estudiadas disminuy6 totalmente en
presencia de BW284c51 y parcialmente (30 % comparada con las silvestres) en presencia
de iso-OMPA excepto en las mutantes Ace y probablemente chico™. Es interesante sefialar
que la mutante chico” mostré una actividad 50 % menor a la de las cepas silvestres.
Aunque no se determiné la actividad de la AChE sin iso-OMPA en la cepa chico™, es
posible inferir que ésta es entre un 30 y 40% menor que la actividad de las cepas silvestres,
considerando la inhibicién por iso-OMPA observada en todas las otras cepas.

En el caso de la cepa mutante Ace la actividad de AChE en presencia de iso-OMPA
disminuy6 un 50 %; esta cepa presenta tinicamente una sola copia silvestre del gen por lo
que se dice que es un fondo genético sensibilizado. Esta cepa heterocigota para Ace expresa
la cantidad indispensable de AChE para su sobrevivencia, por lo cual en condiciones
optimas la actividad de la AChE es igual a la que presenta la de la cepa silvestre (Hall y
Kankel, 1976); no obstante, en condiciones desfavorables para la enzima (con iso-OMPA),
la actividad se ve afectada significativamente comparada a la de la cepa silvestre.

La actividad de la AChE utilizando BuSCh como sustrato no present6 diferencias
entre las cepas mutantes y las cepas silvestres. Esta actividad fue totalmente inhibida por
BW284c51. En presencia de iso-OMPA, la actividad de la enzima en las cepas mutantes
disminuyo significativamente, disminucion que como se esperaba fue ain mayor en el caso
de la cepa Ace dado que es un fondo genético sensibilizado. Esto resulta interesante debido
a que al igual que en vertebrados no se ha demostrado la presencia de BuCh (6 BuSCh) y
que esta disminucion en la actividad de la AChE es el reflejo de una alteracién epigenética
en la neurotransmision sinaptica de tipo colinérgica. Aunque de diferente origen
(epigenético. debido a cambios en la homeostasis colinérgica en el caso de las mutantes
sensoriales), esto se puede explicar de igual manera que como ocurre con la mutante Ace,

ya que los tinicos cambios encontrados en la actividad de la AChE, se observaron usando
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BuSCh (sustrato para el cual la enzima no es tan afin) y/o en presencia de iso-OMPA,
condiciones que son no tan favorables para la enzima.

De este modo es posible correlacionar alteraciones en la actividad colinérgica en las
mutantes sensoriales con alteraciones en la actividad de la AChE. Las alteraciones en la
actividad de la AChE en las mutantes sensoriales pueden deberse a las siguientes
explicaciones:

Tanto el gen norpA (Riesgo-Escovar et al., 1995; Carlson 1996; Krieger y Breer,
1999) como el gen nana (Riesgo-Escovar et al. no publicado) codifican para proteinas que
intervienen en el metabolismo de lipidos de membrana. Se piensa que mutaciones en estos
genes pueden llevar a una alteracion en la membrana plasmatica de las células y a su vez a
alteraciones en la actividad sinéptica (reduccién de la misma en ambos casos); esto se
refleja en la alteracién sensorial en las pruebas de conducta y electrofisiolégicas yen la
concomitante actividad de la AChE mostrada en este trabajo.

La mutante chico” se considera un modelo experimental de la diabetes, ya que
presenta alteraciones en la via de sefializacién de la insulina. La diabetes conlleva a
alteraciones asociadas con la actividad sensorial y motriz de los organismos. Es interesante
que tanto en pacientes diabéticos como en modelos experimentales en vertebrados se haya
determinado una disminucién en la actividad de AChE asi como cambios en la proporcién
de las diferentes isoformas (Suhail y Rizvi, 1989; Sianchez-Chavez y Salceda 2000, 2001a,
2001b). Con base en esto, es posible inferir que exista una disminucién en la actividad de
AChE y posibles cambios en la proporcion de las isoformas de la AChE en la mutante
chico™. Es posible que alteraciones en las formas moleculares también existan en las otras
mutantes.

En conclusién, y de manera anéloga a lo que ocurre con la cepa hetercigota para el
gen Ace, alteraciones sutiles en la neurotransmision colinérgica pueden detectarse y
cuantificarse usando a la actividad de la AChE en condiciones no ideales de ensayo
(presencia de iso-OMPA, sustratos con menor afinidad). No obstante, los mecanismos de
regulacién de la AChE que provocarian estos cambios en la actividad de la enzima se
desconocen. En el caso de la mutante chico™, los trastornos metabélicos son mayores que

en las demds cepas, lo que explicaria el porqué la actividad colinérgica se ve mas afectada.
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V1. CONCLUSIONES

En Drosophila 1a AChE es capaz hidrolizar tanto AcSCh como BuSCh, y es
sensible a iso-OMPA y se inhibe totalmente por BW284c51.

La AChE en la cepa heterdciga para el gen Ace es mas sensible a iso-OMPA
que la de las cepas silvestres debido a que es un fondo genético
sensibilizado.

La actividad de la AChE de las mutantes sensoriales presenta una mayor
sensibilidad al inhibidor iso-OMPA al usar BuSCh como sustrato, lo que
sefiala cambios en la neurotransmision de tipo colinérgica de estas mutantes.
Nuestro sistema de estudio, utilizando condiciones subéptimas para medir la
actividad de la AChE, parece ser muy sensible para detectar alteraciones en
la actividad colinérgica que de otra manera serian imperceptibles.
Alteraciones de diferente envergadura y origen en la neurotransmision
colinérgica se ven reflejadas de magnitud diferente en la actividad de la
AChE.

40



VII. LITERATURA CITADA

Acharya, J. K., Jalink, K., Hardy, R. W., Harstenstein, V. y Zuker, S. C. "InsP3 receptor
is essential for growth and differentiation but not for vision in Drosophila." Neuron, 1997,
18: 881-887.

Appleyard, M. E. "Non-cholinergic functions of acetylcholinesterase." Structure,
Mechanism and Inhibition of Neuroactive Enzimes, 1994, 22: 749-755.

Bargmann, C. L. "Olfactory receptors, vomeronasal receptors, and the organization of
olfactory information." Cell, 1997, 90: 585-587.

Béhni, R., Riesgo-Escovar, J., Oldham, S., Brogiolo, W., Stocker, H., Andruss, B.,
Beckingham, K. y Hafen, E. "Autonomous control of cell and organ size by CHICO, a
Drosophila homolog of vertebrate IRS1-4." Cell, 1999, 97: 865-875.

Brochier, L., Pontié, Y., Willson, M., Estrada-Mondaca, S., Czaplicki, J., Klaébé, A. y
Foumnier, D. "Involvement of deacylation in activation of substrate hydrolysis by
Drosophila acetylcholinesterase." The Journal of Biological Chemistry, 2001, 276(21):
18296-18302.

Brogiolo, W., Stocker, H., lkeya, T., Rintelen, F., Fernandez, R. y Hafen, E. "An
evolutionarily conserved function of the Drosophila insulin receptor and insulin-like
peptides in growth control." Current Biology, 2001, 11: 213-221.

Bruyne, M., Clyne, P. y Carlson, J. R. "Odor coding in a model olfactory organ: The
Drosophila maxilary palp." The Journal of Neuroscience, 1999, 19, (11): 4520-4532.

Carlson, J. R. "Olfaction in Drosophila: From odor to behavior." Trends in Genetics,
1996, 12(5): 175-180.

Chatonnet, A. y Lockridge, O. “Comparison of butyrylcholinesterase and
acetylcholinesterase.” Biochemical Journal, 1989, 260: 625-634.

Chiba, A. "Precision networking: A look through the eyes of a fly." Neuron, 2001, 32:
381-384.

Clandinin, T. R. y Zipursky, S. L. "Making connections in the fly visual system."
Neuron, 2002, 35: 827-841.

Darvesh, S., Hopkins, D. A. y Geula, C. "Neurobiology of butyrylcholinesterase."

Nature Reviews / Neuroscience, 2003, 4: 131-138.

41



Ellman, G. L., Courtney, K. D., Andres, V.y Featherstone, R. M. "A mew and rapid
colorimetric determination of acetylcholinestase activity." Biochemical Pharmacology,
1961, 7: 88-95.

Escalera, S., Bockamp, E-O., Moya, F., Piovant, M. y Jiménez, F. "Characterization and
gene cloning of neurotactin, a Drosophila transmembrane protein related to
cholinesterases." The European Molecular Biology Organization Journal, 1990, 9(11):
3593-3601.

Fadool, D. y Ache, B. "Inositol 1,3,4,5-tetrakisphosphate-gated channels interact with
inositol 1,4,5-triphosphate-gated channels in olfactory receptor neurons." Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, 1994, 91: 9471-9475,

Fournier, D., Bride, J-M., Karch, F. y Bergé, J-B. "Acetylcholinesterase from
Drosophila m elanogaster." L etters F ederation of European B iochemical S ocieties, 1 988,
238(2): 333-337.

Frye, M. y Dickinson, M. H. "Fly flight: A model for the neuronal control of behavior."
Neuron, 2001, 32: 385-388.

Gatley, S. J. "Activities of the enantiomers of cocaine and some related compounds as
substrates and inhibitors of plasma butyrilcholinesterase." Biochemical Pharmacology,
1990, 41(8), pp- 1249-1254.

Giurfa, M. y Menzel, R. "Insect visual perception: complex abilities of simple nervous
systems." Current opinion in neurobiology, 1997, 7: 505-513.

Gnagey, A. L., Forte, M. y Rosenberry, L. "Isolation and characterization of
acetylcholinesterase from Drosophila." The Journal of Biological Chemistry, 1987,
262(27): 13290-13298.

Hall, J. C. y Kankel, D. R. "Genetics of acetylcholinesterase in Drosophila
melanogaster." Genetics, 1976, 83(3 PT. 2): 517-535.

Hardie, R. C. y Raghu, P. "Visual transduction in Drosophila." Nature, 2001, 413: 186-
193.

Hardie, R. C. "TRP channels in Drosophila photoreceptors: the lipid connection." Cell
Calcium, 2003, 33: 385-393.

Hutchins, J. B. "Review: acetylcholine as a neurotransmitter in the vertebrate retina.”
Experimental Eye Research, 1987, 45: pp. 1-38.

Kamovsky, M. J. y Roots, L. "A 'direct coloring' thiocholine method for
cholinesterases." Journal of Histochemistry and Cytochemistry, 1964, 12(3): 219-221.

42



Krieger, J. y Breer, H. "Olfactory reception in invertebrates." Science, 1999, 286(5440):
720-723.

Laurent, G. "A systems perspective on early olfactory coding." Science, 1999, 286: 723-
728.

Lowry, O. H., Rousebrough, N. J., Farr, A. L. y Randal, R. J. "Protein measurement with
the Folin-phenol reagent." Journal of Biological Chemistry, 1951, 193: 265-275.

Marcel, V., Estrada-Mondaca, S., Magné, F, Stojan, J., Klaébé, A. y Fournier, D.
"Exploration of the Drosophila acetylcholinesterase substrate activation sit using a
reversible inhibitor (Triton X-100) and mutated enzymes." The Journal of Biological
Chemistry, 2000, 275(16): 11603-11609.

Massoulié, J., Bon S., Krejci, E., Coussen, F., Duval, N., Chatel, J-M, Anselment, A.,
Legay, C. y Vallette, F-M. "The structure and significance of multiple cholinesterase
forms," Cholinesterases: Structure, Function, Mechanism, Genetics and Cell Biology.
Washington D.C.: American Chemical Society, 1991: 2-6.

Massoulié, J., Bon, S., Anselment, A., Chatel, J-M, Coussen, F., Duval, N., Krejci, E.,
Legay, C. y Vallette, F. "Biosynthesis of the molecular forms of acetylcholinesterase,"
Multidisciplinary approaches to cholinesterase functions. New York: Plenum Press, 1992:
17-24.

Melanson, S. W., Yun, C-H., Pezzementi, M. L. y Pexxementi L. "Characterization of
acetylcholinesterase activity from Drosophila melanogaster." Comparative Biochemistry
and Physiology C-Toxicology & Pharmacology, 1985, 81(1): 87-96.

Mombaerts, P. "Seven-transmembrane proteins as odorant and chemosensory receptors."
Science, 1999, 286: 707-711.

Mori, N., Itoh, N. y Salvaterra, P. M. "Evolutionary origin of cholinergic
macromolecules and thyroglobulin." Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, 1987, 84: 2813-2817.

Muiioz-Delgado, E. y Vidal, C. "Kinetic behaviour of acetylcholinesterase from muscle
microsomal membranes." Biochemistry International, 1986, 13(4): 625-632.

Mutero, A. y Fournier, D. "Drosophila acetilcholinesterase structure," Cholinesterases:
Structure, Function, Mechanism, Genetics and Cell Biology. Washington D.C.: American
Chemical Society, 1991: 141-145.

43



Oldham, S., Stocker, H., Laffargue, M., Wittwer, F., Wymann y Hafen E. "The
Drosophila insulin/IGF receptor controls growth and size by modulating PtdnsP; levels."
Development, 2002, 129: 4103-4109.

Pérez-Le6n, J. y Salceda, R. "El proceso visual en invertebrados y vertebrados,"
Biologia funcional de los animales. México, D. F.: Siglo veintiuno editores y facultad de
Ciencias, UNAM, 1998: 313-346.

Perrier, A. L., Massoulié, J. y Krejci, E. "PRiIMA: The membrane anchor of
acetylcholinesterase in the brain." Neuron, 2002, 33: 275-285.

Riesgo-Escovar, J., Raha, D. y Carlson, R. "Requirement for a phospholipase C in odor
response: Overlap between olfaction and vision in Drosophila." Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 1995, 92: 2864-2868.

Rein, K., Zéckler, M., Mader, M., Griibel, C. y Heisenberg, M. "The Drosophila
standard brain." Current Biology, 2002, 12: 227-231.

Salceda, R. y Martinez, M. T. "Characterization of acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase a ctivities i n retinal ¢ hick pigment e pithelium d uring d evelopment.”
Experimental Eye Research, 1992, 54: 17-22.

Sénchez-Chavez, G. Presencia de actividad de colinesterasas en células del epitelio
pigmentario de retina de pollo, en cultivo. Tesis de Licenciatura. Facultad de Ciencias,
UNAM, México D.F., 1990.

Sénchez-Chavez, G. y Salceda, R. “Effect of streptozotocin-induced diabetes on
activities of cholinesterases in the rat retina.” International Union of Biochemistry and
Molecular Biology Life, 2000, 49: 283-287.

Sanchez-Chavez, G. y Salceda, R. "Acetyl- and butyrylcholinesterase in normal and
diabetic rat retina.” Neurochemical Research, 2001, 26(2): 153-159.

Sanchez-Chavez, G. y Salceda, R. "Acetyl- and butyrylcholinesterase molecular forms
in normal and streptozotocin-diabetic rat retinal pigment epithelium." Neurochemistry
International, 2001, 39: 209-215.

Scholl, F. G. y Sheiffele, P. "Making connections: cholinesterase domain in the CNS."
TRENDS in Neurosciences, 2003, 29(11): 618-624.

Silver, L. H. y Prescott, D. J. "Aggregation properties of the acetylcholinesterase from

the central nervous system of Manduca sexta." Journal of Neurochemistry, 1982, 38: 1709-
1018.

44



Soreq, H., Gnatt, A., Loewenstein, Y. y Neville, L. F. "Excavations in to the active-site
gorge of cholinesterases." Trends In Biochemistry Science, 1992, 17(9): 353-358.

Soreq, H. y Seidman, S. "Acetylcholinesterase - new roles for and old actor." Nature
reviews / Neuroscience, 2001, 2: 294-302.

Stocker, R. F. "Drosophila as a focus in olfactory research: Mapping of olfactory
sensilla by fine structure, odor specificity, odorant receptor expression, and central
connectivity." Microscopy Research and Technigue, 2001, 55: 284-296.

Suhail, M. y Rizvi, S. "Erythrocyte membrane acetylcholinesterase in type 1 (insulin-
dependent) diabetes mellitus." Biochemical Journal, 1989, 259: 897-899.

Taylor, P. "The cholinesterases." The journal of Biological Chemistry, 1991, 266(7):
4025-4028.

Toutant, J-P. "Insect acetylcholinesterase: catalytic properties, tissue distribution and
molecular forms." Progress in Neurobiology, 1989, 32: 423-446.

Toutant, J-P., Arpagaus, M. y Fournier, D. "Native molecular forms of head
acetylcholinesterase from adult Drosophila melanogaster: Quaternary structure and
hydrophobic character." Journal of Neurochemistry, 1988, 50: 209-218.

Toutant, J-P, Murray, N. R., Krall, J. A., Richards, M. K. y Rosenberry, T. L.
"Amphiphilic G1 and G2 forms of acetylcholinesterase: sensitivity or resistance to
phosphatidylinositol-specific Phospholipase C," Cholinesterases: Structure, Function,
Mechanism, Genetics and Cell Biology. Washington D.C.: American Chemical Society,
1991: 12-16.

Vallette, F. M., De la Porte, S., Massoulié, J. "Regulation and distribution of
acetylcholinesterase molecular forms in vivo and in vitro," Cholinesterases: Structure,
Function, Mechanism, Genetics and Cell Biology. Washington D.C.: American Chemical
Society, 1991: 98-102.

Wolfgang, W. J. y Forte, M. "Expression of Acetylcholinesterase during Visual System
Development in Drosophila." Developmental Biology, 1989, 131: 321-330.

Zindge, S., Rodrigues, V., Joshi, S. y Krishnan, K. "Molecular properties of Drosophila
acetylcholinesterase." Journal of Neurochemistry, 1983, 41: 1243-1252.

Zuker, C. "The biology of vision in Drosophila." Proceedings of the National Academy
of Science, 1996, 93: 571-576.

http://flybase.bio.indiana.edu: 82/
http:/flybrain.uni-freiburg. de/Flybrain/html/.com
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi

45



	Portada
	Índice 
	Resumen
	I. Introducción
	II. Hipótesis y Objetivos 
	III. Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión 
	VI. Conclusiones
	VII. Literatura Citada



