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ORGANIZACION DE LA TESIS

En la parte de INTRODUCCION de la presente Tesis se desarrollaron aspectos de la
dinamica intracelular de calcio, de las caracteristicas moleculares del receptor de IP3, del
proceso de fototransduccion en el ojo de Drosophila melanogaster, y de la relacion entre el
calcio y el estrés oxidativo.

La parte central de los resultados experimentales esta incluida el articulo “TIME COURSE
OF RETINAL DEGENERATION ASSOCIATED WITH THE ABSENCE OF IP; RECEPTOR IN
Drosophila melanogaster” publicado en la revista especializada de circulacion
internacional Experimental Biology and Medicine.

La parte de DISCUSION consta de una integracion general de los temas desarrollados en la
Tesis, y complementa el analisis de los resultados que se realiz6 en la publicacion antes
mencionada.

Se incluyd un Apéndice que contiene un capitulo de libro titulado: “Invertebrates as
experimental models to study neurodegenerative diseases” que fue publicado en el libro:
New perspectives on Brain Cell Damage, Neurodegeneration and Neuroprotective
Strategies de la editorial hind( Research Signpost, asi como el articulo de difusion “Muerte
Apoptdtica en Drosophila melanogaster y en Vertebrados Superiores, que fue publicado en

la Revista de Educacién Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM
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RESUMEN

La ausencia del receptor a inositol trifosfato (IP3) estd asociada con la degeneracion de la
retina en Drosoplila melanogaster. Para caracterizar el curso temporal de este proceso, se
construyeron moscas con 0jos mosaico llevando un alelo nulo del gen itpr y se estudiaron
por electrorretinogramas y microscopia electronica. Las alteraciones morfoldgicas como las
ampollas de la membrana plasmatica, mitocondrias rotas y pérdida de fotorreceptores,
aumentaron gradualmente a partir del dia 5 después e la eclosién y fueron mas evidentes
durante los dias 10-15, evidenciando una fuerte desorganizaciéon de las estructuras. La
comunicacion de las células de la retina con su primer relevo sinéptico y el potencial de
receptor de fueron significativamente afectados, mostrando una reduccion en los transientes
ON y OFF, y el potencial de receptor desde el dia 10 después de la eclosion. Los defectos
funcionales fueron mas severos progresivamente. Inesperadamente, las alteraciones no solo
fueron detectadas en el segmento no pigmentado mutante sino también en el segmento
pigmentado correspondiente a las omatidias no mutantes.

Para explorar el mecanismo que subyace a este proceso degenerativo, se caracterizo el
patrén de estrés oxidativo y la muerte apopt6tica por técnicas de inmunohistoquimica. Las
omatidias mutantes mostraron incrementos intermitentes de reacciones pro-oxidantes
(detectadas por aductos de 4- hidroxinonenal) a lo largo de la vida de la mosca. La caspasa
3 (un efector apoptdtico) mostré un patron similar. También se observaron episodios de
incrementos de lipoperoxidacion y apoptosis en las omatidias no mutantes.

Los resultados indican que los fotorreceptores que carecen del IP3R sufren incrementos de
lipoperoxidacion concomitantes con la desorganizacion celular, la alteracion de la
fototransduccién y la viabilidad celular. Los fotorreceptores no mutantes tambien
mostraron un patrén similar de dafio, indicando que el proceso degenerativo es no
autbnomo y es tan intenso que se propaga hasta las células no mutantes de los o0jos
mosaico. En conclusion, la omatidia con la mutacion nula del IPsR degenera con un

proceso asociado con actividad lipoperoxidativa y apoptotica intermitente.



ABSTRACT

The absence of the inositol trisphosphate receptor (IP3R) in the eye is associated
with a gradual retinal degeneration in Drosophila melanogaster. To characterize the time
course of this process, mosaic flies with homozygous mutant patches in the eye with a null
allele of the itpr gene in the eye were studied by electroretinograms and transmission
electron microscopy. Membrane blebbing, disrupted mitochondria, altered morphology, and
loss of photoreceptors were increased progressively starting 5 days after hatching, and were
more evident at days 10-15. Highly disorganized structures were observed after. The first
communication of retinal cells with the synaptic cells and the receptor potential were also
significantly distorted. The electroretinograms (ERGs) showed reduced on and off
transients as well as decreased receptor potential starting at day 10 of hatching. The
functional defects became progressively more severe. Unexpectedly, these alterations were
detected not only in the non-pigmented mutant ommatidia, but also in the pigmented, IP3R-
expressing, wild-type ommatidia.

To explore the mechanism underlying this degenerative process, the progression of
pro-oxidant and apoptotic reactions was characterized by immunohistochemical techniques.
Mutant ommatidia showed intermittent episodes of increased pro-oxidant reactions
(detected as adducts of 4-hydroxy-nonenal) throughout the fly’s life. Similarly, several
episodes of active caspase 3, an apoptotic effector, were evident with the same time pattern.
Episodes of enhanced lipid peroxidation and apoptosis were also observed in wild type
ommatidia.

The results indicate that photoreceptors lacking IPsR suffer episodes of increased
lipid peroxidation concomitant with retinal cells subcellular organization and disruption of
phototransduction and cell viability. Wild type photoreceptors also showed a similar pattern
of damage, indicating that the degenerative process is non-autonomous and is so intense
that it propagated to the non-mutant retinal cells in the mosaic eyes. In conclusion,
ommatidia harboring a null mutation of the IP3R degenerate by a process associated with

intermittent lipid peroxidation and apoptotic activities.



INTRODUCCION
DINAMICA DEL CALCIO INTRACELULAR

El calcio es un elemento clave en el control metabdlico y en la fisiologia celular. Los
cambios en los niveles de Ca** en el citoplasma resultan de un equilibrio coordinado entre
diversos compartimentos en donde el cation transita por medio de canales idnicos,
transportadores y ATPasas (Jaiswal, 2001). La concentracion basal del Ca®* citosélico se
encuentra en el rango nM bajo, y durante eventos de activacion se incrementa varias veces
llegando en algunas ocasiones hasta niveles pM. EI Ca®* ingresa al citosol desde el espacio
extracelular o liberandose a partir de los depositos intracelulares (principalmente reticulo
endopladsmico y mitocondria). En la membrana plasmatica se localizan canales de calcio
que se activan ya sea por cambios en el potencial de membrana, o por la accién de ligandos
especificos. En esta membrana se encuentra también una ATPasa que moviliza el calcio
hacia el medio extracelular.

Los depositos intracelulares son piezas importantes en la homeostasis del calcio, ya que la
funcion de almacenaje para el cation es vital para la célula.

La mitocondria es un reservorio de calcio y lo capta a través de un uniportador, el cual
posiblemente se abre cuando el calcio citoplasmico es alto. Este uniportador se blogquea por
rojo de rutenio y varios derivados de éste. El calcio se almacena por el gradiente del
potencial electroquimico generado por la combinacién del potencial de la membrana
mitocondrial interna y la baja concentracion de calcio en la matriz (Duchen, 1999).

Se ha reportado que el nicleo también almacena importantes concentraciones de calcio. El
calcio nuclear tiene un papel importante en la regulacion de la expresion de genes en las
células, aunque no se sabe con certeza los mecanismos involucrados en el control de la
sefializacion del calcio en este organelo. Se ha reportado la presencia de receptores a
inositol trifosfato (IPsR), a Ryanodina (RyR) y de la ATPasa de calcio sensible a
tapsigargina en la membrana nuclear, sin embargo, continGa siendo éste un campo de
investigacion activa (Kusnier, 2006).

El reticulo endoplasmico es posiblemente el reservorio de calcio intracelular mas
importante, ya que es capaz de almacenar las concentraciones mas altas del cation. En el
reticulo endoplasmico esta ampliamente reportada la existencia de dos canales liberadores
de calcio, los receptores a Ryanodina y los receptores a IP3, asi como el de una ATPasa



(SERCA) sensible a tapsigargina que introduce el cation hacia el lumen del organelo
(Carafoli et al., 2001).

El calcio es un elemento clave en la fisiologia celular, ya que presenta un papel maltiple: 1)
como mensajero intracelular y efector de receptores acoplados a proteinas G y receptores
con actividad de tirosina cinasa, 2) como ion con actividad despolarizante y disparador de
eventos de secrecion, y 3) como un elemento estabilizador de la estructura celular, ya que la
sefializacion de calcio controla un vasto rango de funciones, desde respuestas de corto
plazo, tales como la contraccion del citoesqueleto y la secrecion de vesiculas, hasta
respuestas de tiempos mas prolongados, como la diferenciacion, la division y la muerte
celular (Venkatachalam et al, 2002).

Por todo lo anterior, el calcio citosélico esta tan finamente regulado, lo que permite un
funcionamiento adecuado del sistema celular; y por la misma razon, se explica que
alteraciones en la dindmica intracelular de calcio repercutan negativamente en los eventos
de comunicacién intra e intercelular, y al mismo tiempo se vuelva fragil la estructura
celular.

Dada la importancia fisioldgica de la homeostasis intracelular de calcio, entender los
mecanismos Yy las moléculas involucradas en ésta constituyen un tema de investigacion muy
relevante y de muchos alcances.

Se han utilizado diversos modelos experimentales para el estudio del calcio intracelular
tales como células en cultivo, células neoplasicas, organelos aislados, etc. Todos ellos han
aportado una amplia informacion sobre los mecanismos celulares y moleculares
responsables de la dindmica del calcio intracelular; sin embargo, no ha sido posible estudiar
el papel funcional del manejo de calcio en sistemas mas complejos como tejidos, érganos u
organismos. En este mismo sentido, el estudio del calcio intracelular siempre ha estado
limitado por la dificultad de utilizar técnicas y recursos de genética molecular en
vertebrados, que son la mayoria de los animales experimentales de uso comun,
principalmente por la presencia de mdltiples isoformas de los canales y ATPasas
involucrados en este evento.

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, es un modelo sencillo, barato y muy
accesible en condiciones de laboratorio. Este organismo ofrece muchas ventajas practicas,
ya que su ciclo de vida es muy corto y se conoce todo su genoma. Desde hace varias
décadas, la mosca de la fruta ha sido utilizada para llevar a cabo diversos estudios genéticos
y ha servido de modelo experimental para diversas patologias humanas, que en otros
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organismos ha sido muy dificiles de reproducir. También se ha utilizado para entender
procesos fisiologicos complejos, en base a la correspondencia entre un gran namero de
genes del invertebrado con los de mamiferos. Por todas estas razones, Drosophila
melanogaster esta considerada como un modelo de laboratorio muy Gtil y versétil. Otra de
las grandes ventajas del empleo experimental de este insecto, es que muchas veces existe
solo una copia del gen de interés, a diferencia de los mamiferos en donde se encuentran
muchas veces isoformas multiples.
En Drosophila melanogaster ya se han realizado diversos estudios para entender la
dindmica intracelular de calcio, dirigidos a saber si existen las mismas proteinas
reguladoras que han sido reportadas en mamiferos, asi como a entender su modulacion
(Vazquez-Martinez, et al, 2003).
En la mosca de la fruta existen la mayoria de las proteinas que tienen que ver con el control
del calcio intracelular: por ejemplo, el gen dry que codifica para homologo en Drosophila
del RyR (Takeshima et al, 1994); el gen itp-r83A para el homdélogo de la mosca del IP3R
(Sinha y Hasan, 1999), y un homélogo de la ATPasa de Ca** sensible a tapsigargina
(SERCA) (CaP60A). Mientras que en Drosophila solo existe un locus para cada una de
estas proteinas, en vertebrados existen 3 genes distintos para cada una de éstas (Magyar et
al., 1995).

Se sabe que el calcio es un mensajero intracelular en varios sistemas celulares de
Drosophila, como en la definiciobn del eje de simetria corporal, la liberacién de

neurotransmisores y la actividad de los fotorreceptores (Cretdn et al., 2000 y Hardie, 2001).

RECEPTOR DE 1P,

Diversos estimulos extracelulares incluyendo factores de crecimiento, hormonas y
neurotransmisores generan 1,4,5-inositol trifosfato (IP3) por la activacién de diversos
receptores de membrana plasmética y eventualmente por la accion de una fosfolipasa C
(PLC). El recambio del IP; juega un papel importante en la transduccion de sefiales
bioldgicas en la mayoria de las células eucariontes, particularmente en el sistema nervioso
central. Existen dos clases de receptores capaces de responder a los estimulos extracelulares
y activar esta via: los receptores de 7 pases trasmembranales acoplados a proteinas G que
activan a la fosfolipasa C 3 (PLCP) y los receptores a tirosin cinasas que activan a la PLCy.

La activacion de estas fosfolipasas promueven la hidrolisis del fosfatidilinositol 4,5-
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difosfato (PIP;2) generando inositol 1,4,5- trifosfato (IP3) y 1,2- diacilglicerol (DAG). El IP3
se une a su receptor en el reticulo endoplasmico y activa la liberacién de Ca** de este
depdsito (Mikoshiba et al, 1994 y Hisatsune, 2005).

Se ha descrito la cristalizacion de gran parte del NH, terminal del IP3R de cerebelo de rata
(tipo 1), siendo los hallazgos mas importantes los siguientes: 1) Se reconoce una estructura
con 2 dominios, la cual presenta poca simetria. 2) El sitio de union al IP3 se encuentra en el
surco central entre los 2 dominios. 3) Cada dominio presenta proporciones similares de
estructura alfa-hélice y hoja beta-plegada. 4) Se infiere que los l6bulos cambian su
conformacion al unirse el IP3, y que este cambio conformacional se comunica a la region
del poro para permitir su apertura (Bosanac et al, 2002).

El gen que codifica para el IPsR en Drosophila melanogaster (ltp-r83a) se encuentra en el
brazo derecho del 3er. cromosoma. Su ubicacién abarca desde la posicion cromosoémica
83A5 hasta la 83A9. En la mosca, este canal liberador de Ca®* se expresa de manera ubicua
y estd implicado en multiples aspectos del desarrollo, pero los procesos fisioldgicos
asociados a su funcion todavia no se han aclarado (Venkatesh y Hasan, 1997).

El receptor de IP3 esta homogéneamente localizado (Figura 1) en todos los tejidos tanto en

el embrion como en el adulto (Vazquez-Martinez, 2003).

Figura 1. Embrion de mosca en el estadio 16 tefiido con 2 uM de FL-Heparina

La localizacion del mRNA del IP3R en tejidos de moscas adultas como la retina y la antena,
sugiere que este receptor se pudiera requerir durante la transduccion visual y olfatoria.
Ademas, es muy abundante en patas y torax (Yoshikawa et al, 1992). La proteina tiene
hasta un 50 % de homologia con los IPsR de vertebrados, y en ciertas porciones del
carboxilo terminal se detecta una homologia muy importante con los RyRs (Yoshikawa et
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al, 1992). En 1997, Venkatesh y Hasan reportaron un alelo mutante para el 1P3R, originado
por la inserciéon de un elemento P {PZ} a 200 pares de bases del extremo 5’ del primer

05616
A

exon. Las mutantes (Itp-r83 ) mueren en el segundo estadio larvario. Se han descrito

otros alelos mutantes del IPsR (Raghu et al, 2000). En nuestro proyecto contamos con dos
de ellas: 1) La mutante BO nula, ya que no se detecta el ARNm del IP3R en sus tejidos, y 2)
la mutante L4 que presenta la insercion de un transposon en una zona cercana al primer
exon, sin embargo, en este alelo no se sabe si el receptor es expresado 0 no, y a que tipo de
alelo de falta de funcién da origen.

El grupo de Hardie generd clones homocigotos mutantes para el IP3R en el ojo de moscas
mosaico. Estos autores reportaron hallazgos inesperados que se resumen mas adelante vy

que sirven de antecedentes directos para el presente proyecto.

EL 0JO DE Drosophila melanogaster Y LA FOTOTRANSDUCCION
En el adulto, el ojo compuesto de Drosophila melanogaster estd formado por

aproximadamente 800 unidades conocidas como omatidia. Cada omatidia a su vez se
compone de 20 células entre las que se incluyen 8 fotorreceptores de naturaleza neuronal
(Figura 2).

Figura 2. Esquema de una omatidia del ojo de Drosophila melanogaster.
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En el sistema visual de la mosca adulta se expresan 6 tipos de rodopsinas. La identidad
funcional de los fotorreceptores depende de las formas moleculares de rodopsina presentes
gue varian segun su respuesta a la luz visible y ultravioleta. Los fotorreceptores R1- R6
contienen la rodopsina de amplio espectro Rh1, mientras que los ocelos contienen la
rodopsina Rh2. De acuerdo al tipo de rodopsina en los fotorreceptores internos, se pueden
distinguir 3 clases de omatidias. En el borde del area dorsal, los fotorreceptores R7 y R8
contienen la rodopsina UV- Rh3. Estas omatidias forman un filtro polarizante que detecta la
luz UV reflejada por el cielo. Las otras 2 clases de omatidias estan distribuidas al azar en el
resto de la retina y presentan diferencias en la fluorescencia de los fotorreceptores internos,
omatidias yellow (y: ~70% de las omatidias) y omatidias palidas (p: el ~30% restante). Las
omatidias y expresan la rodopsina UV- Rh4 en los fotorreceptores R7 y la rodopsina Rh6
sensible a la luz verde en los fotorreceptores R8; mientras que las omatidias p expresan la
rodopsina UV- Rh3 en R7 y Rh5 en R8. Se cree que la importancia biolégica de estos
subtipos de omatidias permite la discriminacion de un rango amplio de longitudes de onda
ya que con las omatidias y se discriminan la mayoria de las longitudes de onda corta y con
las omatidias p se discriminan colores que van hasta el verde (Tahayato et al, 2003). A lo
largo de cada neurona fotorreceptora se presenta una especializacién de la membrana
plasmatica conocida como rabdémera. La rabdémera est4 formada por cerca de 60 mil
microvellosidades; éstas son el equivalente a los segmentos externos de los conos y
bastones de mamiferos, ya que contienen la rodopsina y la maquinaria molecular que se
encarga de la fototransduccion. Mas de 100 millones de moléculas de rodopsina se
localizan en cada fotorreceptor (Pepe, 1999).

La fototransduccion se lleva a cabo en la rabdomera (Figura 3). Las microvellosidades que
conforman la rabddmera, tiene una longitud de 1-2 um y 60 nm de diametro. En la base de
cada microvellosidad se encuentra el aparato molecular de la fototransduccién. La
fototransduccion en Drosophila melanogaster depende de Na* y Ca®" extracelular y esta
mediada por dos clases de canales: los canales TRP y TRPL (transient receptor potential y
transient receptor potential like). Los pasos de la fototransduccion son los siguientes: 1) El
foton es absorbido por el croméforo 11-cis retinal, y la fotoisomerizacion resultante al all-
trans retinal dirige la conversion de la rodopsina a metarodopsina que activa el
heterodimero de la proteina Gq por la via de intercambio GDP-GTP, liberando la subunidad

Gga. 2) Gga activa la PLC-B que genera IP; y DAG, a partir de PIP,. 3) Después de esto,
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se activan las dos clases de canales sensibles a la luz (TRP y TRPL) por un mecanismo aun
desconocido. 4) En la base de la microvellosidad se encuentra un sistema de cisternas que
tienen depésitos de Ca?* y tienen IPsR y ATPasas del tipo SERCA en sus membranas. Las
cisternas pudieran ser importantes en el ciclo del fosfatidilinositol, para asegurar niveles
adecuado de PIP, en la membrana plasmatica (Hardie, 2001). 5) EI DAG generado se
convierte en &cido fosfatidico y entra a la via de la cinasa del DAG para convertirse a
fosfatidil inositol (PI), y por la fosfatidil inositol sintetasa el Pl es transportado de regreso a
la membrana de la microvellosidad. Para completar el ciclo se convierte el Pl a PIP, por
fosforilacion secuencial (la cinasa de Pl y la cinasa de PIP) (Hardie, 2001).

La fototransduccion en Drosophila melanogaster requiere necesariamente la actividad de
PLC, ya que mutantes nulos de la PLC-B, el gen norpA, no tienen respuesta a la luz
(Bloomquist et al, 1988). Sin embargo, el mecanismo por el cual la actividad de la PLC-3

esta ligada a la apertura de los canales TRP y TRPL no ha sido dilucidado.

Hardie, R. 2001. J Exp Biol. 204:3403-3409.
Figura 3. Sefializacion molecular durante el proceso de fototransduccion en D.
melanogaster. Las claves en letras rojas indican las mutantes que muestran defectos durante

el proceso.
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CALCIO Y ESTRES OXIDATIVO

Los cambios en los niveles de Ca** citosdlico juegan un papel muy importante en la
modulacion de diversas vias de sefializacion intracelular. Algunas de estas vias se asocian a
reacciones pro-oxidantes que intervienen en procesos de sefializacion celular, pero que en
casos de desregulacion, producen alteraciones severas que culminan en el aumento de la
fragilidad celular.

El delicado balance entre las ventajas y desventajas de las reacciones pro-oxidantes, es
claramente un aspecto importante en la vida celular. Es por esta razon que actualmente se
reconoce que la regulacion redox del metabolismo celular es un campo amplio de estudio
que tiene fuerte impacto en diversas disciplinas como la fisiologia, la biologia celular y la
medicina clinica (Droge, 2002).

Una consecuencia de las reacciones pro-oxidantes es que las membranas celulares estan
constantemente expuestas a especies reactivas de oxigeno o de nitrégeno, cuya accion esta
intimamente ligada a un proceso conocido como lipoperoxidacion. Muchas condiciones
patolégicas y enfermedades humanas estan relacionadas con un aumento de la peroxidacién
lipidica.

Durante la lipoperoxidacionsuna molécula reactiva (radical libre), como es el hidroxilo
(*OH), ataca un &cido graso, constituyente de triacilgliceroles o fosfoacilgliceroles. La
interaccion del radical libre va dirigida al carbono adyacente, a un doble enlace,
ocasionando un rompimiento homolitico al sustraer un hidrogeno que forma agua al unirse
al radical, mientras que el acido graso presenta un electrén libre en el carbono afectado por
el hidroxilo. Una vez que a un fosfolipido se le quita un electron, éste busca estabilizar su
estructura quimica y toma el electrén de la molécula proxima, generandose asi una reaccion
en cadena (Figura 4). Los productos de la lipoperoxidacion son aldehidos, cetonas, esteres,
alcoholes. Este proceso repetitivo conduce a la membrana a perder sus propiedades
fisicoquimicas y culmina con la muerte de la célula. La lipoperoxidacion se asocia con
diversos padecimientos como la rigidez de los vasos sanguineos (ateroesclerosis), la
inflamacion de las articulaciones (artritis reumatoide), el cancer y el proceso de
envejecimiento celular (Velazquez-Paniagua, M et al, 2004).

16



R2

1= — \—rf =
R
RHe]

R1

Figura 4. Reaccion en cadena de la lipoperoxidacion.

El manejo del calcio celular también puede ser un factor que favorezca la actividad
lipoperoxidativa, ya que la falta de control en la dindmica del calcio intracelular puede
activar y desactivar enzimas en momentos inapropiados. Por ejemplo, existen proteasas,
fosfolipasas y endonucleasas dependientes de Ca®* que podrian tener un encendido
descontrolado causando a su vez degradacion de proteinas, membranas y del DNA. El Ca**
también estimula ciertas formas de la 6xido nitrico sintetasa, que en presencia del ion
superoxido, promueve la formacion del anion reactivo peroxinitrito.

La mitocondria a través de la cadena de transporte de electrones es un sitio para la
generacion de radicales libres. En condiciones de reposo entre el 2 y 5% del oxigeno
molecular que consume la mitocondria es parcialmente reducido a i6n superoxido (Oy). El
O, en H,0, por la enzima superoxido dismutasa (SOD) y a su vez, el H,0, es transformada
en agua y O, por la accion de la catalasa o la glutation peroxidasa.

La alteracion de la actividad mitocondrial por falta de regulacion celular en el manejo del
calcio, también puede repercutir en un incremento en la actividad lipoperoxidativa. En este
caso, el calcio intramitocondrial impide un correcto acoplamiento de la fosforilacion

oxidativa, por lo que se produce un desacoplamiento de la cadena de transporte de
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electrones, una produccion insuficiente de ATP y eventualmente un incremento en la
formacion del i6n superoxido.

Otra consecuencia del incremento en el calcio citosélico, es la formacién del poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial (mPTP). EI mPTP es una molecular formada por
varias proteinas, una de las cuales es un canal no selectivo dependiente de voltaje modulado
por Ca?*. La elevacion del calcio citosolico y el estrés oxidativo mantienen el poro en un

estado abierto (Wischin- Fuentes y col., 2009)

MUERTE CELULAR Y CALCIO

Una de las paradojas del Ca®* es que funciona como sefial de vida y de muerte celular, ya
que es necesario que existan elevaciones del cation dentro de la célula para que funcione
como sefial, pero por otro lado, si los mecanismos que regulan la dinamica intracelular de
Ca®* se alteran irreversiblemente y se presentan elevaciones prolongadas de Ca*', la
sobrevida de la célula se ve amenazada. Esto desemboca en una muerte apoptética o
necroética (Martinez-Gomez y Dent, 2002).

Se ha comprobado en diversos tipos celulares que con la adicion de tapsigargina, un
inhibidor de la ATPasa de Ca®* del reticulo endoplasmico, se provoca el vaciamiento del
cation de los depositos intracelulares, la acumulacion del cation en el citosol vy
eventualmente se induce el proceso apoptético (Bian et al, 1997). Sin embargo, también se
ha estudiado ampliamente que la muerte celular por apoptosis 0 muerte celular programada
(MCP) no es un proceso que se presente Unicamente en casos de dafio o cuando la
homeostasis de la célula se ve comprometida. Se sabe que la apoptosis es un paso crucial
para que se lleve a cabo una organogénesis exitosa durante el desarrollo de los tejidos
durante la ontogénesis (Danial y Korsmeyer, 2004).

Siendo la apoptosis esencial para el desarrollo, la embriogénesis y la homeostasis tanto en
vertebrados como en invertebrados, se reconoce que es un evento programado en el que
participan numerosos genes en forma concertada (Ellis, 1992 y Raff et al, 1993). Este
proceso se ha caracterizado en organismos tan variados como plantas, nematodos, insectos
y mamiferos. Las células apoptoticas tienen una morfologia caracteristica: hinchamiento de
la membrana celular y formacién de vesiculas (blebbing), reduccion del tamafio celular y

condensacion nuclear.
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Una falla en la regulacion de la apoptosis puede tener consecuencias perjudiciales
incluyendo tumorogénesis, autoinmunidad, enfermedades neurodegenerativas, deficiencias
hematopoyéticas e infertilidad (Ranger et al, 2001, Giannetti et al, 2004 y Danial y
Korsmeyer, 2004). La apoptosis es un mecanismo de control homeostatico/reostatico que
aunque implica la destruccion de la integridad celular, es necesario para la conformacion
correcta de tejidos y érganos.

Se reconocen diversos tipos de muerte celular en funcién de la via de sefializacion que se
activa durante el proceso. Se habia pensado que la muerte celular programada era
exclusivamente por apoptosis, mientras que la necrosis era considerada un modo de muerte
mas circunstancial. Sin embargo se ha visto que la necrosis es también un mecanismo
regulado, tanto en su activacibn como en su mecanismo. El término empleado
recientemente para definir la muerte por necrosis es el de Necroptosis (Glick, 2010).
También la autofagia se ha propuesto como un mecanismo de muerte celular. La autofagia
es por si misma un proceso degradativo que es importante para balancear las fuentes de
energia en momentos criticos del desarrollo y en respuesta al estrés asociado a la falta de
nutrientes.

La autofagia también juega un papel importante en la remocion de agregados de proteinas
mal plegadas, eliminacién de organelos dafiados (mitocondrias, reticulo endoplasmico y
peroxisomas), asi como la eliminacion de patdgenos intracelulares (Glick, 2010).

La pérdida en la homeostasis de diversos metabolitos intracelulares o la desregulacion de
vias completas de sefalizacion, pueden dar lugar a la activacion del programa de muerte
celular que mejor convenga a un sistema celular dado.

La sefializacion intracelular por Ca®* puede activar sefiales de muerte, actuando a través de
la mitocondria o del reticulo endoplasmico (RE). De manera basal, existe un continuo
intercambio de calcio entre estos dos organelos. Normalmente, el RE es el principal
almacén del Ca*" intracelular; sin embargo, también la mitocondria puede almacenarlo a
bajos niveles. Si el RE libera una cantidad exagerada de Ca®*, se pueden activar sefiales de
estrés en el RE y activar genes involucrados en la via apoptética. Por otra parte, el Ca*
liberado por el RE es capturado por la mitocondria y cuando existen altos niveles del cation
dentro de ésta, activan eventos que dirigen a la célula a la muerte celular, ya sea apoptdtica
0 necrotica (Berridge et al, 1998, Parchen y Doutheil, 1999 y Siesjo y Kristian, 1999).

Otra forma plenamente demostrada en que el calcio ejerce accién tdxica es la

excitotoxicidad. En este fenémeno aminoacidos activadores estimulan la entrada de Ca®*
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extracelular a través de receptores canal sensibles a glutamato. Independientemente de la
ruta de entrada del calcio, la elevacion de este cation en el citoplasma usualmente responde
a estimulos extra e intracelulares: 1) La entrada de calcio por la membrana plasmatica
puede activar la liberacion de calcio de depésitos intracelulares (liberacion de Ca®* inducida
por Ca?*); 2) El calcio liberado por el receptor de Ryanodina y de IP; puede activar cinasas
o fosfatasas que cambien el estado de fosforilacion y la forma de apertura de canales de
calcio dependientes de voltaje o de ligando, ubicados en la membrana plasmatica; 3) En
varios sistemas celulares el ndcleo puede actuar como organelo movilizador de calcio, ya
sea de forma independiente o supeditada a la entrada de Ca®* desde el espacio extracelular
(Morales-Tlalpan, 2005).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Basandonos en los antecedentes antes citados y tomando en cuenta que los mecanismos
involucrados en la degeneracion de la estructura ocular en Drosophila melanogaster
mutante para el IPsR son desconocidos, en el presente proyecto proponemos utilizar un
modelo de moscas mosaico para el estudio detallado de los procesos involucrados. Este tipo
de eventos tienen una relacion cercana con ciertas enfermedades (Alzheimer, Huntington,
Parkinson, Esclerosis Lateral Amiotréfica, Esclerosis Mdltipla, etc.) que cursan con
degeneracion neuronal, y que son un problema de salud cada vez mas apremiante en las
sociedades modernas.

HIPOTESIS

La mutacion nula de alelos del gen para el IPsR en el ojo de Drosophila generara
alteraciones en la homeostasis del Ca®* intracelular, lo que activara reacciones pro-
oxidantes que eventualmente comprometeran la estructura celular de este érgano.
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar de manera funcional y estructural el proceso neurodegenerativo asociado a
mutaciones del IP3R en omatidias homocigotas mutantes de moscas mosaico.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Construccion de moscas mosaico con clones homdcigos de los alelos mutantes del
IP3R en el ojo.

2. Establecer el curso temporal que tiene la neurodegeneracion del ojo de las moscas
mosaico utilizando técnicas de microscopia electrénica y analizando la capacidad
visual de las moscas mosaico por medio de electrorretinogramas.

3. Identificar la posible participacion de reacciones pro-oxidantes con pruebas
fluorescentes y anticuerpos especificos contra subproductos de la actividad
lipoperoxidativa, durante el proceso de degeneracion del ojo en las moscas
mutantes.

4. Una vez establecido el curso temporal de la neurodegeneracion se tratara de definir
el mecanismo de muerte celular: Se analizaréa el desarrollo y la estabilidad de la
estructura del ojo por medio de observaciones al microscopio confocal o de
epifluorescencia a través de técnicas inmunohistoquimicas, con el fin de definir si la

destruccién celular se lleva a cabo por necrosis o0 apoptosis.
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METODOLOGIA

Glosario:

Sb (Stubble): fenotipo de quetas cortas y gruesas.

Ser (Serrate): fenotipo de alas con los extremos incompletos.

Cyo (Curly of Oster): fenotipo con alas curvadas hacia arriba, cromosoma balanceador. El
marcador dominante es Cy, alas curvas.

TM3: balanceador del cromosoma 3, marcado con Ser o Sb.

TM6: balanceador del cromosoma 3, marcado con Ubx.

Th: fenotipo con el cuerpo acortado y engrosado.

y: mutacion yellow, cuerpo de color cafe claro

w: mutacion white, ojos de color blanco.

hsflp: gen de la flipasa que se activa por calor

M: mutacion minute, produce un fenotipo de quetas delgadas

Ubx: halterios alterados

Balanceador: son cromosomas que estan disefiados para prevenir la recombinacion genética
entre cromosomas homologos durante la meiosis.

1. CONSTRUCCION DE MOSCAS CON 0JOS MOSAICO
Una mosca mosaico es un organismo en el cual se expresa una mutacion de interés de
forma homocigota en un solo tipo celular. Esta estrategia es util sobretodo cuando se trata
de mutaciones letales que si se expresan en el organismo completo son letales. Para
distinguir las células mutantes dentro del érgano de interés del resto celular, se utiliza algin
marcador de tejido y de color, por ejemplo. EI marcador de tejido nos va a ayudar a dirigir
la mutacion y el marcador de color, nos ayuda a diferenciar las células mutantes de las no
mutantes. Esto Gltimo resulta una gran ventaja en el caso del ojo y en la Figura 1 de los
resultados se muestra una mosca mosaico genético de ojo.
Las moscas mosaico se obtuvieron por 2 estrategias:
1) Se solicito al Dr. P. Raght moscas con alelos mutantes del IP3R reportados por su
grupo (alelos 1(3)itpr®* y 1(3)itpr®*®°). Se hicieron cruzas para obtener mosaicos del
IPsR utilizando Gnicamente el alelo 1(3)itpr*®®°. Esta cepa se cruzé con moscas que
tienen el cDNA de la flipasa bajo el control transcripcional de un intensificador
especifico de ojo proveniente del gen eyeless (ey), el nombre del stock utilizado en
el laboratorio fue:
(yweyeflp;_ FRT82armlacz)/ TM6, Ubx
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Las mutantes obtenidas se llamaron BO por el stock inicial enviado por el grupo del Dr.

Raghu en donde la mutacion del receptor de IP3 es nula, es decir, no se sintetiza el RNA

mensajero del gen.

2) El segundo grupo de moscas mosaico se obtuvo, a partir de una linea de moscas

mutantes para el IPsR (linea # 11664 del Banco de Bloomington) basandonos

también en el sistema FRT/FLP de recombinacion mitética (Flipase Recombination

Target, sitios de reconocimiento de la Flipasa que hacen posible la recombinacion)

(Theodosiou y Xu, 1998). La mutante asi obtenida se denomin6 L4 y es pertinente

mencionar que la alteracion molecular del IPsR de este alelo no esta aun

caracterizada. Al momento de la eclosion es facil identificar las moscas que

muestren clonas de células mutantes en el ojo por la falta de pigmento.

PRIMERA CRUZA

g

ry-; P{ry+}I1tpr83A
TM3, Sb*, Ser', ry-

X

d  ywhsflp; FRT82w+M

TM6, Tb!, Sb?

El objetivo es generar moscas recombinantes que van a
tener la mutacién en estudio y la FRT82 recombinados|
en el mismo brazo del cromosoma. En la cruza se
rescatan hembras virgenes que tengan las siguientes
caracteristicas:
1.- No Toby
2.- Ojos rojos
3.- Pelos largos y delgados (no Sb)
4.- Alas normales (no Ser)
Antes de cruzar estas hembras con machos que
contienen un cromosoma balanceador, se debe agregar
antibidtico (geneticina 25mg/ ml) al alimento del frasco
en el que se va a realizar la cruza para que se rescaten
en la progenie las que tengan el FRT, ya que las moscas
FRT tienen un gen de resistencia a geneticina.
Idealmente, asi se rescataran las moscas que contengan
el FRT. El genotipo esperado es:
R1 = ywhsflp; ry- P{ry+}itpr83A

FRT82 w+ M
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SEGUNDA CRUZA

Q ywhsflp; ry- P{ry+}itpr83A
FRTS2 w+ M

X

) yw,__Dal
TM3, Sb?, Ser!

Las moscas obtenidas con el genotipo anterior se
deben de cruzar con machos que contienen un
cromosoma balanceador, para que las
recombinaciones gque se generaron en sus gametos no
se pierdan. De esta cruza se rescatan las hembrag
virgenes y los machos que tengan las siguientes
caracteristicas:
1.- No Toby
2.- Ojos blancos
3.- Alas cortadas (Ser) y hacia atras
4.- Quetas cortas y gruesas
Las hembras virgenes de la progenie resultante se
cruzan nuevamente con machos que contienen el
cromosoma balanceador. La cruza se realiza
colocando una sola pareja por frasco. El genotipo
esperado es:

yw; FRT82Itpr83A

TM3, Sb*, Ser*

TERCERA CRUZA

Q  yw; FRT82Itpr83A
TM3, Sh?, Ser!

X

Jd yw; Dal
TM3, Sb?, Ser!

De la progenie obtenida de la cruza anterior
se toman las hembras virgenes y los machos,
que tengan las siguientes caracteristicas:

1.- No Toby

2.- Ojos blancos

3.- Alas con los extremos incompletos
hacia atras

4.- Quetas cortas y gruesas (Sb%)

Se realizan cruzan entre si y la clona
resultante es el stock que se conserva y se
crece para realizar la cruza final para obtener|
los mosaicos. Se seleccionan los frascos que
son homocigotos letales, ya que s6lo esos son
los que son los recombinantes de interés. El
genotipo esperado es:

yw; FRT82itpr83A
TM3, Sbt, Ser?
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Una vez obtenida una linea de individuos heterocigotos para un cromosoma FRT82
itpr83A-, se cruza con otra linea de moscas que tienen el cDNA de la flipasa FRT bajo el
control transcripcional de un intensificador especifico para 0jo proveniente del gen eyeless
(ey) y un promotor basal. De esta forma se obtienen finalmente las moscas con 0jos
mosaico, es decir, solo una parte del ojo serd& mutante homocigota para la mutacion en

estudio.

2. REPRODUCCION Y MANTENIMIENTO DE LAS MOSCAS
Los stocks de Drosophila melanogaster se mantuvieron en un cuarto con ciclo

luz/oscuridad 12:12 a una temperatura constante de 25° C. EI medio de cultivo de prepar6
de la siguiente manera: 50 g de levadura activa, 50g de azUcar o piloncillo y 15¢g de agar. Se
afor6 a 500 ml de agua desionizada y se esteriliz6 en autoclave. Se permitio enfriar a 55° C
aproximadamente y se agregaron 5 ml de acido propionico y 7g de grenetina. Se puso el
medio en viales esterilizados de 10 x 3cm y se mantuvieron en refrigeracién tapados con

algodon.

3. ELECTRORRETINOGRAMAS
Para los electrorretinogramas, se siguié el método reportado por Ayer y Carlson en 1991,

en el cual se toma una mosca y se coloca en una punta de pipeta de 200 ul para
inmovilizarla. Se corta la punta y se fija sobre un portaobjetos con un trozo de plastilina o
cera dental. Se coloca en un microscopio estereoscopico y se hace contacto eléctrico en la
mosca con un electrodo de registro sobre la superficie del 0jo, y uno de referencia insertado
en el torax. Los electrodos se preparan con vidrio de borosilicato (O. D.: 1.5mm, I. D.:
0.86mm) y se llenan con Buffer de Ringer para Drosophila (182 mM de KCI, 46 mM de
NaCl, 3 mM de CaCl,, 10 mM de Tris-Base a pH 7.2).

A un lado del microscopio se tiene una ldmpara de fibra Gptica, que en uno de sus brazos
tiene adaptado un obturador de camara fotografica. Esta lampara sirve para dar un pulso de
luz blanca con una duracion de 100 ms. y el registro se realizé a 500 ms. / 20 mV.

Los electrodos estan acoplados a un amplificador que amplifica la sefial 10 veces, y este a
su vez esta conectado a un osciloscopio en donde se observa y mide la sefial eléctrica
generada por el ojo de la mosca cuando recibe el pulso de luz. Se registraron 10 moscas en
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cada edad estudiada (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 60 dias después de la eclosion),
haciendo 5 registros en la zona mutante y 5 en la zona no mutante del ojo.

El electrorretinograma (ERG) es el registro de la respuesta de campo de células
fotorreceptoras y postsinapticas de la retina de mosca. EI ERG consta de 3 principales
componentes, 1) una respuesta rapida positiva cuando se enciende la luz conocido como
transiente ON, 2) un componente sostenido negativo que se mantiene mientras la luz esta
encendida que se conoce como potencial de receptor y 3) una respuesta negativa
pronunciada conocida como transiente OFF que se presenta cuando se apaga la luz. Los
transientes ON y OFF se producen por las neuronas de segundo orden de la lamina en la
postsinapsis de los fotorreceptores (Kelly y Suzuki, 1974). El potencial de receptor viene
directamente de los fotorreceptores.

Dentro del registro se cuantifican los 4 diferentes parametros de interés (transientes ON y
OFF, potencial de receptor y overshoot; Figura 1). Al final se promediaron y se realiz6 una
t de student.

Transiente ON —>

Potencial de Receptor —>

5 mV

‘f < Transiente OFF

Fig 1 Representacion de un electrorretinograma donde se muestran los componentes de

interés dentro del trazo.

4. MICROSCOPIA ELECTRONICA
El uso del microscopio electronico de transmision se utilizo para analizar la estructura fina
del la retina de la mosca. En una micrografia electronica de una muestra es posible

distinguir los diferentes componentes de una celula (membrana plasmatica y organelos) y
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sus caracteristicas morfologicas, ya que es posible realizar cortes ultrafinos (60-80 nm) y

aumentos muy grandes (hasta 1 millén de veces)

Cabezas de moscas de diferentes edades después de la eclosién fueron procesadas

utilizando el siguiente método:

>

A\

Se cortan las cabezas y se ponen en hielo durante 2 h en glutaraldehido al
2.5 %, buffer de cacodilatos 0.1 My tetradxido de osmio al 2 %.

Se retira el fijador y las cabezas se deshidratan secuencialmente con etanol
al 30%, 50%, 70%, 90% y 100% durante 30 min.

Se pasan a acetona al 100% durante 30 min., 2 veces.

Se ponen en acetona al 100% y resina (DURCUPAN) en una solucion 1:1.
Se dejan en rotacién suave durante 2 dias, se ponen en los moldes, se
rellenan con resina fresca y se dejan en el horno a 60° C durante 2 dias o
hasta que la resina esté completamente dura.

Una vez polimerizados los bloques, se desmoldan y se cortan en un
ultramicrotomo a 60-80 nm de grosor. Los cortes se colectan en rejillas de
cobre de 300 mesh y se contrastan con el siguiente protocolo:

- Acetato de Uranilo al 2 %: 15 min en plancha caliente (60-100° C) y 5 min
a temperatura ambiente. Se enjuagan con 100 ml de agua desionizada.

- Citrato de Plomo al 2 %: 12 min a temperatura ambiente, se enjuagan y se
dejan secar.

Se observan en el microscopio electronico de transmision.

5. PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO

La presencia de reacciones pro-oxidantes asociadas a formas reactivas de oxigeno se midi6

por técnicas inmunohistoquimicas a través de la deteccion de subproductos de

lipoperoxidacion utilizando anticuerpos especificos fluorescentes (Thompson et al, 1986;

Pou et al, 1993; Mohanty et al, 1997; Ohishi et al, 1985). Los experimentos se evaluaron

por microscopia de epifluorescencia y/o confocal. La diseccidn de las retinas de los ojos de

Drosophila melanogaster se basé en el método reportado por Hiromi (Hiromi, 1990). A

continuacion se describe a detalle:
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Se seccionan las cabezas por la mitad y se fijan en una solucion de
paraformaldehido al 3 %, sacarosa al 3.5 % y fosfato de sodio 100 mM a pH
7.4, durante 24 ha 4° C.

Se enjuaga 1 vez con buffer de fosfato de sodio 100 mM a pH 7.4.

El tejido se deshidrata secuencialmente por acetonas al 50, 70 y 90 %,
durante 30 min cada una.

Se enjuaga con buffer de fosfato de sodio 2 veces, se extraen las retinas con
una aguja de tungsteno y se dejan en buffer de fosfatos (PBS) (Hiromi,
1990).

Se quita el buffer y se bloguen con leche baja en grasa al 4 % durante 20
min. . La leche se diluye en buffer de fosfatos con tritdn X-100 al 0.2 %
(PBST) (Carthew, 2000).

Se quita la solucion bloqueadora y se agrega el anticuerpo primario que
reconoce conjugados de 4-hidroxi-nonenal (Rabbit Anti-HNE, Alpha
Diagnostic International- Cat. #HNE11-S) en una dilucion 1:500 diluido en
PBST.

Se deja incubando toda la noche a 4° C.

Se enjuaga el tejido con PBS durante 10 min. en 3 ocasiones.

Se agrega nuevamente la solucion bloqueadora y se incuba durante 30 min.
y se agrega el anticuerpo secundario anti- conejo conjugado con FITC
(fluoresceina isotiocianato) (Donkey anti- Rabbit secondary antibody IgG
FITC Cat. # 2090, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) en una dilucion 1: 5000.
Se incuba durante 2 h a 4° C.

Se enjuaga con PBS durante 10 min. en 3 ocasiones y se montan las retinas
con una solucion de 1:1 de PBS: glicerol en un “sandwich” entre 2
cubreobjetos sobre un portaobjetos.

Se observan al microscopio de epifluorescencia, y se cuantifica la sefial

mediante el software Image ProPLUS 5.5.
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Figura 1: Retina completa de Drosophila aislada por el método de Hiromi.

La cuantificacion de la densidad promedio de fluorescencia se realizé tomando 3 zonas de
un area determinada, tanto en la zona no mutante como en la zona mutante. Esto se calcula
en el control negativo y en el positivo; al positivo se resta el negativo en cada zona y el
resultado se grafica como actividad lipoperoxidativa en el positivo (zona mutante) y

negativo (zona no mutante).

6. MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS
Se siguié el mismo método de extraccion de retinas descrito por Hiromi y se utilizo la

misma técnica de inmunohistoquimica y cuantificacion descrita en el parrafo anterior.

Se evalud el proceso de muerte celular por apoptosis utilizando el anticuerpo anti-caspasa 3
(Cell Signalling Technology Cat. # 9662. Rabbit Caspasa3 Antibody) a una dilucion 1:25.
El anticuerpo que utilizamos ya fue evaluado en Drosophila a una concentracion menor
(Ohsawa, 2008). Se utilizd el mismo anticuerpo secundario del estrés oxidativo. Los
resultados fueron evaluados por t de student y las graficas se realizaron con el software
Sigma Plot 10.0.
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RESULTADOS

La descripcion de los resultados obtenidos con el alelo BO se presentan en el articulo anexo
a continuacién, el cual consta de una Fe de erratas con algunas correcciones finales.
Inmediatamente después del articulo se describen los resultados obtenidos con el otro alelo

mutante estudiado, el alelo L4.
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ABSTRACT

The absence of the inositol trisphosphate receptor is associated with a gradual
retinal degeneration in Drosophila melanogaster. To characterize the time course profile of
this process, mosaic flies expressing a null allele of the itp gene in the eye were studied by
electroretinograms and electronic microscopy. Membrane contour alterations, disrupted
mitochondria, altered morphology, and even loss of photoreceptors were increased
progressively starting 5 days after hatching, were more evident during days 10-15, and
promoted highly disorganized structures thereafter. The synaptic transmission and
membrane potential of retinal cells were also significantly distorted; showing reduced on
and off transients as well as membrane potential from day 10 of hatching, and the
functional defects became progressively more severe. Unexpectedly, these alterations were
detected not only in the non-pigmented mutant ommatidia, but also in the pigmented
ommatidia, including heterozygous and twin clones expressing IP3R.

To explore the mechanism underlying this degenerative process, the progression of
pro-oxidant and apoptotic reactions was characterized by immunohistochemical techniques.
Mutant ommatidia showed intermittent episodes of increased pro-oxidant reactions
(detected as adducts of 4-hydroxy-nonenal) throughout the fly’s life. Similarly, several
episodes of active caspase 3, an apoptotic effector, were evident with the same time pattern.
Episodes of enhanced lipid peroxidation and apoptosis were also observed in the pigmented
ommatidia of the mosaic eyes.

The results indicate that photoreceptors lacking IPsR suffer episodes of increased
lipid peroxidation which eventually perturb the retinal subcellular organization and disrupt
the phototransduction process and cell viability. Pigmented ommatidia also showed a
similar pattern of damage, indicating that the degenerative process is non-autonomous and

is so intense that it propagated to the non-mutant retinal cells in the mosaic eyes. In
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conclusion, ommatidia with a null mutation of IP;R degenerate by a process associated with

intermittent lipid peroxidation and apoptotic activities.

Key Words: Null mutation, apoptosis, oxidative stress, 4-hydroxy-nonenal,

electroretinogram, electron microscopy.
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INTRODUCTION

The 1, 4, 5-inositol trisphosphate receptor (IP3R) is a high molecular weight,
tetrameric protein that participates in calcium dynamics in non-excitable and excitable
cells. The IP3R functions as an intracellular calcium-release channel in response to signal
transduction processes. This receptor is an allosteric protein whose activity is modulated by
a number of metabolic factors such as calcium levels, adenine nucleotides, redox state,
phosphorylation-dephosphorylation, and the presence of regulatory proteins, among others
(1, 2). In particular, the IPsR is involved in the control of gene expression, neuronal
signaling, exocytosis, intracellular pH, and apoptosis. Indeed, experiments in tissues with
enhanced or abolished expression of IPsR have indicated a direct role of this calcium-
release channel in cellular duplication and survival (3). It has been demonstrated that the
carboxy-terminal region of the IP3R binds the pro-apoptotic mitochondrial factor
cytochrome C (3) as well as the mutant protein huntingtin, which is directly responsible for
the neurodegenerative progression linked to Huntington's disease (4). The association both
of these proteins with IP3R enhances its response and promotes abnormal calcium signaling
prior to the onset of apoptotic activity (3, 4).

The genome of Drosophila melanogaster shows only one gene, DrolP3R that codes
for IP3R, and it is localized in the right arm of the third chromosome at the position 83A5-
83A9. DrolP3R is expressed ubiquitously and is implicated at several stages of fly
development, but the precise role played in specific cellular systems, tissues, and organs is
still undetermined (5); DrolPsR shows 50% homology with IPsRs in vertebrates (6). We
reported coincidence between ligand binding parameters such as [°H]-IP; affinity and
sensitivity to antagonists (heparin, 2-APB (aceto-methoxy 2-aminoethoxydiphenyl borate),
and Xestospongin C) between DrolPsR and IP3Rs from vertebrate organisms (7). In

addition, a fluorescent probe specific for DrolP3R showed positive signal in the cytoplasm
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of almost every tissue of embryos and adult flies (7). In 1997, Venkatesh and Hasan (5)
reported a DrolPsR mutant allele constructed by the insertion of a P element, and the

homozygotic animals with this mutation (Itp-r83A%%*°

) died at the second larva instar
stage.

The Drosophila adult eye has ~800 visual units known as ommatidia. Each
ommatidium is formed by 20 different cell types, 8 photoreceptor and 12 accessory cells.
Each photoreceptor shows a microvillar structure called rhabdomere, which is the
functional part of the system during the phototransduction process. This event is highly
dependent on extracellular Ca** and is mediated by two principal types of plasma
membrane calcium channels: TRP and TRPL (Transient Receptor Potential and Transient
Receptor Potential-Like, respectively) (8).

Since phototransduction is impaired in flies expressing mutant alleles of
phospholipase C in the eye (norpA), it was hypothesized that the DrolP3R might be playing
a role in the molecular events underlying the light-driven activation of Drosophila
photoreceptors (8). However, this suggestion was excluded based on studies of null mutants
for DrolP3R in retina, in which the phototransduction process was completely normal (9,
10). Strikingly, after a few days, the mutant flies showed a progressive retinal degeneration
that severely affected the photoreceptor structure even when the flies were kept in darkness
(9).

Given the close relation between disruption of intracellular calcium dynamics and
generation of reactive oxygen species (ROS) (11), this project was based on the hypothesis
that the failure to express DrolPsR in the retina would cause an onset of pro-oxidant
reactions. Eventually, the concomitant oxidative stress would interfere with the

organization and alter the function of the photoreceptors, leading to cell death.
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Indeed, using flies with mosaic eyes, we demonstrated that prior to the structural
and functional modifications elicited by the lack of IP3R, the affected photoreceptors
showed episodes of increasing lipid peroxidative activity as well as apoptosis. The extent of
the damage was non-autonomous since it was not confined to the mutant ommatidia but
extended to the pigmented ommatidia, in accord with previous reports of some mutations
that are so aggressive that their deleterious effects spread to adjacent cells (12).
MATERIALS AND METHODS
Materials

For immunohistochemical experiments, the antibody anti-caspase 3 was obtained
from Cell Signaling Company, MA, USA and anti-4-Hydroxy-nonenal from Alpha
Diagnostic International, TX, USA. The resin for electron microscopy was from Electron
Microscopy Sciences, PA. Secondary antibodies were obtained from Santa Cruz
Biotechnology, Inc. Ca, USA. All the other chemical substances were purchased from
Sigma-Aldrich Company, St. Louis MO, USA
Mutant flies

Mutant flies lacking IPsR were kindly donated by Dr. Padinjat Raghu (Cambridge
University, England) (allele 1 (3) itpr®®®°). A complete molecular characterization of this
mutation was previously reported by Venkatesh and Hasan (5).

Experimental and control groups

Mosaics were generated by the expression of the gene eyeflp (yweyflp;
FRT82armlacz/ TM6, Ubx) in the mutant flies donated by Dr. Raghu.

Flies stocks were maintained on a 12 h light/ 12 h dark cycle (lights on at 07:00 h)
at constant temperature (=28 °C). We express the mosaic using the FRT90IPsR®® stock

obtained from Dr. Raghu mating with an yweyflp; FRT82armlacz/ TM6, Ubx stock (13,
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14). Flies are mosaic of pigmented (heterozygous or homozygous for the w+ marker) and
unpigmented (lacking the marker) tissue.

Non-mosaic, heterozygous flies were used as additional controls. They were born in
the same cohort from which mosaics were obtained, and they were selected by their lack of
eye pigmentation.

Electroretinograms

Flies were attached to a cover slip with dental wax; the ground electrode was
introduced into the thorax whereas the recording electrode was placed in contact with the
eye surface. The electroretinogram was initiated by a light beam of 100 ms, and the
recorded activity was collected by an amplifier at 500 ms/20 mV (15).

Recording was done in non-mosaic and mosaic flies. In the mosaic flies, 5
recordings were made in the pigmented ommatidia section of the eye and another 5 in the
mutant zone (without pigmentation) of each fly. The experiment was performed from 10:00
to 12:00 h in 8-10 flies at each time point studied.

Electron microscopy

Fly heads were dissected and fixed in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.4 containing
2% 0sO,4 and 2.5% glutaraldehyde for 2 h. Dehydration was achieved with ethanol in
increasing concentrations: 30%, 50%, 70%, 90%, and 100%. After dehydration, the heads
were put into 100 % acetone for 30 min and impregnated in a mixture of acetone and
DURCUPAN resin (1:1) with gentle rotation overnight. The resin was polymerized by
placing the samples in a 60°C oven for 30 min. The heads were sectioned into 60-80 nm
slices in an ultramicrotome, and prepared for electron microscopy (16). Subcellular

structures were examined in mosaic and non-mosaic flies, comparing the alterations in
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mutant with non-mutant ommatidia (17), and photoreceptor disappearance was also
evaluated.
Estimation of lipid peroxidation and apoptosis

An immunohistochemical approach was used to evaluate the onset and progression
of lipid peroxidative and apoptotic activities. Peroxidation of lipids was estimated using an
antibody against protein adducts with 4-hydroxynonenal (4-HNE), whereas apoptosis was
assessed with an antibody against active caspase 3. Sampling of retinas was done every 2- 3
days extending 41 (caspase 3) and 50 days (4-HNE) after hatching. The eyes were fixed in
a solution of 4% paraformaldehyde, 20% sucrose, and sodium phosphate pH 7.4 for 24 h.
Dehydration was made with increasing concentrations of acetone: 30%, 50%, and 70%.
Retinas were carefully separated from corneas by manipulating a pair of tungsten needles
under a stereoscopic microscope (18). Retinas were blocked with 2% bovine fetal serum,
2% albumin, and phosphate buffer containing 0.25% Triton X-100. Incubation with the first
antibody (at 1:500 for 4-HNE and 1:25 for caspase 3) was over night at 4° C. The second
FITC-conjugated antibody was added at a 1:5000 dilution (for both antibodies) and was
incubated for 2 h. After each incubation, the samples were washed 3 times for 3 min to
decrease the non-specific signals. The images were obtained in an epifluorescence
microscope and analyzed with Image Pro plus 5.1. The quantitative expression of the lipid
peroxidative and apoptotic activities in the pigmented ommatidia and mutant ommatidia of
the mosaic eyes involved three steps: 1) Calculation of the fluorescent signal detected in
absence of the first antibody; 2) Quantification of the signal in presence of both antibodies;
3) Estimation of the difference between step 2 and 1 to get the net fluorescent signal.
Results were compared with the signal detected in control, non-mosaic flies without

pigment.
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Even though the caspase 3 antibody was raised from a human epitope, several tests
indicated adequate recognition of the Drosophila protein (19) (data not shown).
Data analysis

Values are expressed as mean £ SEM. Significance was tested by ANOVA and the
Student’s t-test. P<0.05 was considered significant.

RESULTS

Time Course of Electroretinogram Disruption. To gain insight into the process of
retinal degeneration associated with the absence of IP3R, electroretinograms were recorded
periodically in mosaic flies from day 1 to ~day 45 after hatching. Representative recordings
of pigmented and mutant ommatidia of mosaic flies (5 and 45 days-old) are displayed in
Figure 1, panel D. Non-mosaic flies showed normal electroretinograms with well-defined
ON and OFF transients and a clear receptor potential (arrows in panels A-C but recording
not shown). The recordings in mosaic flies depicted alterations in both pigmented and
mutant ommatidia, with shorter ON and OFF transients (panels A and C) and briefer
receptor potential (panel B).

The time course of the electroretinogram disruption in pigmented and mutant
ommatidia of mosaic flies showed similar patterns during the first 10 days after hatching.
However, a significant shortening in the ON and OFF transients was detected after day 10.
In the following days, the OFF transient and the receptor potential became even smaller,
resulting in a much distorted electroretinogram by day 30 and thereafter (panels A-D).
Electroretinograms performed in pigmented ommatidia of mosaic flies showed smaller, but
consistent alterations in the ON and OFF transients and the receptor potential. In contrast,
the electroretinograms obtained in control flies expressing IPsR but without pigment did
not show any significant changes from day 1 to 45 after hatching (arrows in panels A-C).

Taken together, the electrophysiological results indicate that the lack of IPsR is
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compensated during the first 10 days by an unknown adaptive mechanism; however, after ~
day 15 the function of the photoreceptors and their synaptic contacts deteriorate
progressively, culminating in a much altered electroretinogram after day 30. The significant
alterations in the recordings of the pigmented ommatidia section of the mosaic eye strongly
suggest that damage spread from the mutant ommatidia (12).

Time Course of Structural Modifications of the Photoreceptors. The onset and
progression of the damage in structural features of pigmented ommatidia and IPsR-null
ommatidia are depicted in Figure 2 and summarized in Table 1. In mosaic eyes, the onset of
modified cellular components was detected by day 5, first with subtle alterations even in
pigmented ommatidia; in subsequent days the damage in mutant ommatidia became more
severe, especially in photoreceptors and endomembranes. Incipient membrane contour
alterations was observed in plasma membranes by day 5 (panel B), increasing at day 15
(panel C, white arrows). At this time, sections of some photoreceptors lacking the IP3R
looked deformed and contracted in the rhabdomeric membranes (asterisk in panel C). By
day 40, when the degenerative process is more advanced, loss of photoreceptors, broken
mitochondria, and distorted morphology of the ommatidia were clearly observed. Some
changes were also observed in pigmented ommatidia of the mosaic flies, such as contour
alterations in membranes and minor damage in nuclei and mitochondria at days 5 and
became more apparent at day 15, probably because of damage spreading from the cells
without IP3R. Some of the alterations observed (membrane contour alterations and broken
organels) are characteristics of apoptotic death. In contrast, morphological and
ultrastructural characteristics were normal in the non-mosaic control flies (panel A).

Time Course of Pro-oxidant Reactions. Peroxidation of lipids, as an indicator of
pro-oxidant reactions, was quantified in Drosophila retina in situ by an antibody that

recognized proteins conjugated with 4-hydroxy-nonenal (Figure 3, panel B). Several
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episodes of enhanced lipid peroxidation were observed beginning in the first days after
hatching in the pigmented and mutant ommatidia of mosaic flies, indicating that a burst in
oxidant episodes was taking place in ommatidia with and without expression of the IP3R
(Figure 3, panel A). Five coincident peaks of lipoperoxidative activity were detected in
both zones during the course of the experiment (approximately one per week), but the
peroxidative bursts expressed by the pigmented ommatidia in the mosaic flies were ~20%
smaller. The signal associated with 4-hydroxy-nonenal adducts was barely detectable in
non-mosaic control flies (Figure 3, panel A).

Time Course of Apoptotic Activity. Figure 4, panel A shows the sequential bursts of
activity of the pro-apoptotic enzyme caspase 3. The activated caspase 3 was detected by
immunochemical techniques in the retinas of mosaic flies (Figure 4, panel B). As with the
lipid peroxidation results, the pigmented and mutant ommatidia in the mosaic eyes showed
coincident increases in apoptotic activity throughout the 40 days of experimental
observations. Concurrent increases in caspase 3 signals were detected in 5 peaks over the
course of the 45 days of experimental observations (approximately one per week). Again,
fluorescent signal associated with active caspase 3 was barely detectable in the retinas of
non-mosaic control flies (Figure 4, panel A).

DISCUSSION

The observation made by Rhagu et al. (9) regarding the damage and cellular death
in Drosophila retinal cells without IPsR provided an opportunity to examine the
relationship between this calcium-release channel and the integrity of specialized cells such
as photoreceptors after hatching. Drosophila is an accepted experimental model to study
degenerative processes since it is possible to study the effects of loss-of-function mutations
in mosaic tissues (12). The use of non-mosaic flies without eye pigment born in the same

cohort of mosaics flies demonstrated that the degenerative process observed in mosaic flies
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was due to the lack of IP3R and not to the non-pigmented condition that accompanied
construction of the mosaic eyes. In addition, the damage observed in the pigmented
ommatidia of the mosaic flies clearly indicated that the degenerative process was not
autonomous, but instead it propagated from the mutant photoreceptors to the rest of the eye
cells (13, 12). The exact propagating mechanism for the cellular alterations is not known.
Given the plausible pro-oxidant damage in the cells containing the mutant IP3R, some
possibilities might be: 1) the release of ROS/RNS associated to pro-oxidant bursts, 2) the
onset of inflammatory reactions promoted by dying cells, 3) transit of diffusible disability
molecules and factors from the affected cells by gap junctions.
Models of Retinal Degeneration

Numerous mutations expressed in Drosophila eye involve some type of retinal
degeneration. Alterations in genes of the phototransduction pathway result in
morphological abnormalities whose expression is dependent on light stimulation. In
contrast, the cellular disruption associated with the absence of IP3R is light-independent (9).
Some other mutations that are also independent of photonic stimulus are: ninak (Rhodopsin
1), ninaA (Cyclophilin-related protein), rdgA (Diacylglycerol kinase), arrl (Arrestin 1), and
trp (Transient receptor potential channel) (13). Another aspect that is distinctive about the
retinal degeneration in the IP;R mutant flies is the long time interval before it is established
(days to weeks). Retinal degeneration associated with other mutated genes usually exhibit
functional or morphological abnormalities within only 1 or 2 days (rdgA, rdgB, arr2) (8,
20).
IPsR and Calcium Mobilization in Fly Retina

The biophysical properties of the Drosophila IPsR are similar to those reported for
its vertebrate counterparts, and more precisely to the IPsR type 1 (21). The distinctive

characteristics of IPsR type 1 are: medium IPz-affinity, a high ATP affinity, and a low Ca**
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affinity (22). In addition, IPsR type 1 has been recognized as a critical factor in apoptosis
(1); however, this role has not been studied for the Drosophila IP3R.

As to the role played by the IP3R in retinal cells, especially in the physiology of
photoreceptors, it is accepted that in the same way that occurs in other cellular systems, the
IPsR is localized in endomembranes such as the endoplasmic reticulum and nucleus.
Nonetheless, in photoreceptors, the IPsR fulfills complementary roles, releasing calcium in
photon-responsive (submicrovillar cisternae) and in non-responsive zones (perinuclear and
cytoplasmic cisternae). It has been suggested that in open-rhabdom eyes such as
Drosophila’s, the more important calcium reservoir for phototransduction is not the one
associated with the submicrovillar cisternae but the extracellular distended lacunae at the
bases of the rhabdomeric structures. On the other hand, the rest of the endoplasmic
reticulum seems to play a much more important role in the intracellular calcium dynamics
by participating in cell signaling, communication with the mitochondrial network, control
of pro-oxidant and apoptotic reactions, and regulation of protein folding (23).

In addition to the IP3R, another calcium-release channel, the RyR, is also present in
the Drosophila retina (7). This raises the possibility of a more complex intracellular
calcium regulation since it is well documented that when these 2 receptor channels coexist
in the same cell, they usually act in coordination to fine tune the mobilization of
cytoplasmic and nuclear calcium (24). RyR is localized in the perinuclear endoplasmic
reticulum and in the submicrovillar cisternae, but at much higher concentration in the
former set of endomembranes (25). Further experiments are needed to find out if the
presence and/or properties of the RyR change in the mutant retinal cells lacking the IP3R.
IP3R, Oxidative Stress, and Cell Death

It is well accepted that IP3R is a modulator of the apoptotic process (1). Both pro-

and antiapoptotic factors are recognized with high affinity by the IPsR. Knock out of IP3R
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genes usually results in prevention of apoptosis (26, 27). Hence, the degenerative process
observed in Drosophila’s mosaic eyes in the ommatidia without IP3R is unexpected.

To suggest a mechanism to explain the cellular events involved in the retinal
damage, it is convenient to consider the tight relation between oxidative reactions and
intracellular calcium dynamics. Even though the phototransduction process, which depends
on extracellular calcium, is not affected by the lack of IP3R, it is necessary to characterize
the cellular events within the photoreceptors that are regulated by the calcium released from
intracellular deposits.

Temporal Integration

Our study detected 2 phases in the degenerative process associated with the lack of
IP3R in the retina: The first encompasses the first 10 -15 days after eclosion, when the
structural and functional damage are mild. In contrast, the second phase, from day 15 and
on, involves severe abnormalities that compromise the integrity of the photoreceptor.

Phase 1. The mutant flies lacking retinal 1P3R showed distorted electroretinograms
10 days after hatching, indicating an altered membrane potential and synaptic activity
(Figure 1). The first defects, the loss of the ON and OFF transients, are usually associated
with the impaired electrical communication in the first synapse of the visual pathway
between the photoreceptor and the neurons at the lamina layer. On the other hand, structural
abnormalities in the mutant retinas started at day 5, with incipient membrane contour
alterations in the photoreceptor membrane that became more evident by days 10 — 15
(Figure 2). Remarkably, increased episodes of lipoperoxidative and caspase 3 activities
were detected during the first week after eclosion, suggesting that functional and structural
defects were preceded by enhanced pro-oxidant reactions as well as an activated program

of cell death (Figures 3 and 4).
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Phase 2. Electroretinograms and membrane structures were seriously modified: The
electrical response to photonic stimulation is almost lost, and the photoreceptor
morphology is highly disorganized, even showing loss of rhabdomeric structures. The
increased lipid peroxidation and the caspase 3 activity continue throughout the entire
second phase (Figures 3 and 4). One interpretation of these data is that, in the absence of
IP3R, the system reaches a point at which it is no longer able to sustain equilibrium between
pro-oxidant reactions and antioxidant defenses. Beyond that point (= day 15 after hatching),
the degenerative process becomes irreversible.

In summary, our results indicate that the absence of IPsR in the retina promotes
continuous and propagating episodes of oxidative stress and apoptotic activity during the
entire post-hatching period. These intermittent episodes of pro-oxidant and apoptotic
reactions have been observed in other experimental systems such as liver regeneration and
it has been explained as events of cellular damage promoted by alteration in redox balance
(28). During the first 10 days the system can compensate, although not completely, for the
increase in pro-oxidant reactions and the enhanced apoptotic activity. The compensatory
mechanisms might involve antioxidant defenses and increased cellular exchange. However,
after 15 days the system loses its capacity to compensate for or repair the oxidative damage,
and a cascade of deleterious effects make the retinal cells unable to survive. It would be
opportune to explore if necrotic events also take place along with apoptosis during the

degenerative process promoted by the null IPsR mutation in Drosophila.
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Figure legends

Figure 1. Time course of electroretinogram-related parameters in mosaic flies
expressing pigmented and mutant ommatidia. Panel A, B, and C show the time
variations of the ON transient, receptor potential, and OFF transient, respectively.
Pigmented ommatidia (gray circles and dash lines) and mutant ommatidia (black
squares and straight lines). Arrows in panels A-C show the values obtained in
recordings of non-mosaic and non-pigmented flies. Panel D depicts representative
electroretinograms from mosaic flies from the pigmented ommatidia and mutant zones
at 5 and 45 days after eclosion. The values are expressed as mean + SEM of at least 25
independent observations. *Indicates statistically significant differences, p<0.05.

Figure 2. Time course of ultrastructural characteristics in mosaic flies expressing
pigmented and mutant ommatidia. Panel A: Non-mosaic fly expressing IPsR showing
ommatidia with normal cellular structures (left image: low magnification, scale bar = 2
um; right image: high magnification, scale bar = 1 um). Panels B-D correspond to
mosaic flies: Left images show pigmented ommatidia of mosaic flies and right images
show mutant ommatidia (scale bar = 1 um, excepting panel D mutant retina, scale bar =
2 um). Structural alterations are marked by white arrows in panels B and C; in panel D
altered ommatidia are marked with asterisks whereas normal ommatidia are marked
with arrows. Panel D right also contain an inset showing a disorganized rhabdomere.
Representative images of at least 5 independent observations.

Figure 3. Panel A. Time course of pro-oxidant reactions detected by fluorescent
immunochemical label associated with 4-hydroxy-nonenal conjugates in mosaic flies
lacking IP3R. Gray circles and dash lines show the signal of pigmented ommatidia, and

black squares and straight lines correspond to mutant ommatidia. The thick-black line at
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the bottom of the graphic shows the lipoperoxidative signal measured in retinas of non-
mosaic flies. Panel B. Representative image showing the fluorescent signal associated
to the presence of 4-HNE conjugates from a 18 days old mosaic fly (the mutant area is
non-pigmented). The values are expressed as mean + SEM of at least 20 independent
observations. *Indicates statistically significant differences, p<0.05.

Figure 4. Panel A. Time course of fluorescent signal associated with active caspase
3 in mosaic flies lacking IP3R. Gray circles and dash lines show the signal of pigmented
ommatidia, and black squares and straight lines correspond to mutant ommatidia. The
thick-black line at the bottom of the graphic shows the signal of active caspase 3
measured in retinas of non-mosaic flies. Panel B. Representative image showing the
fluorescent signal associated to the presence of caspase 3 activated from a 21 days old
mosaic fly (the mutant area is non-pigmented). The values are expressed as mean *
SEM of at least 20 independent observations. *Indicates statistically significant

differences, p<0.05.
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Nota: El presente Erratum se realizé siguiendo el nimero de paginas y lineas
de la prueba de impresion del articulo que envio la revista, en paréntesis se
incluye la pagina correspondiente a las paginas del articulo en la version
extendida dentro de esta tesis.

Erratum

Time course of retinal degeneration associated with the absence of IP3 receptor in
Drosophila melanogaster (PDF of the final version)

- Through out the manuscript the term “DrolPsR” should be changed for “itpr”’.
ABSTRACT

Page 1, end of line 5 (pagina 32)

Original

“The synaptic transmission and membrane potential of retinal cells were also significantly
distorted; showing reduced on and off transients as well as membrane potential from day 10
of hatching...”

New

“Comparison between electroretinograms recorded in wild type and mutant tissues showed
progressive differences in the on and off transients as well as in the magnitude of the
summed receptor potentials of photoreceptor cells from day 5 of hatching...”
MATERIALS AND METHODS

Page 2, Experimental and control groups, line 1 (pagina 36)

Original

“Mosaics were generated by the expression of the gene eyeflp (yweyflp; FRT82
armlacZ/TM®6, Ubx) in the mutant flies donated by Dr. Raghu.”

New

“For mosaic analysis, the allele I(3)itpr**®?

bearing FRT sites (9).”

was placed on a homologous chromosome

Page 2, Experimental and control groups, line 6 (pagina 36)
Original

“We expressed the mosaic using FRT90IP;RBO stock obtained from Dr. Raghu mating
with a yweyflp; FRT82 armlacZ/TM6, Ubx stock (13, 14).”
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New

“Homozygous mutant ommatidia were detected by absence of a red-eye marker (w+) in a
w- background following the strategy already reported (13, 14).”

RESULTS

Page 3, Time course of electroretinogram disruption, 2" paragraph (pagina39)

Add at the beginning of the paragraph:

«Nevertheless the direct comparison between the pigmented and non-pigmented ommatidia
in the mosaic flies is not straightforward, some of the differences detected in the wild type
and the itpr-deficient ommatidia are worth to point out.”

Page 3, Time course of electroretinogram disruption, 2". paragraph, line 11 (pagina 39)
Original

“In contrast, the electroretinograms obtained in control flies expressing IPsR but without
pigment did not show any significant changes from day 1 to 45 after hatching (arrows in
panels A-C). Taken together, the electrophysiological results indicate that the lack of IP3R
Is compensated during the first 10 days by an unknown adaptive mechanism; however, after
~day 15 the function of the photoreceptors and their synaptic contacts deteriorate
progressively, culminating in a much altered electroretinogram after day 30.”

New

“In contrast, the electroretinograms obtained in control flies expressing IPsR but without
pigment showed higher values in these parameters, especially in the ON transient and the
magnitude of the summed receptor potentials of photoreceptor cells. Hence, these data
indicate that mosaic flies showed altered electroretinograms since hatching in both, wild
type and mutant tissues, supporting the hypothesis of a propagated damage form the cells
lacking the IP3R.”

DISCUSSION

Page 7, Temporal integration, Phase 1, line 2 (pagina 44)

Original:

“..indicating an altered membrane potential and synaptic activity..”

New

“...indicating a more accentuated degenerative process in the cells lacking the IPs;R..”

Page 7, Temporal integration, Phase 1, line 12 (pagina 44)
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Original

“Remarkably, increased episodes of lipoperoxidative and caspase 3 activities were detected
during the first week of eclosion, suggesting that functional and structural defects were
preceded by enhanced pro-oxidant reactions as well as an activated program of cell death”

New
“Increased episodes of lipoperoxidative and caspase 3 activities were detected in the wild
type and mutant tissues since the first week of eclosion, suggesting that the onset of the

biochemical alteration associated to the lack of IP3R started very early and that was also
rapidly propagated to the wild type cells.”
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OBTENCION DE MOSCAS MOSAICO HOMOCIGOTOS MUTANTES PARA EL IPsR
Los mosaicos en el ojo de la mosca presentan células sin pigmento que son homocigotas

para la mutacion y células pigmentadas son heterocigotas u homocigotas silvestres. El
tamafo del clon es variable, puesto que la recombinacién de los cromosomas por la flipasa

ocurre de manera azarosa en el ojo.

Figura 1: Cabeza de Drosophila con ojos mosaico. La flecha roja sefiala las células

homocigotas mutantes para el I1P3R.

MICROSCOPIA ELECTRONICA

El objetivo principal del proyecto fue establecer el curso temporal del proceso
neurodegenerativo, por lo que fue necesario estudiar la morfologia y la fisiologia de la
retina mosaico para la mutacion del receptor de IPs;. Para analizar la ultraestructura se
realizaron cortes ultrafinos y se analizaron en un microscopio electrénico de transmision.

Las imagenes de microscopia electrénica presentadas a continuacion son representativas de
moscas mosaico a diferentes dias de eclosion (n=4) del alelo L4 y su comparacion con

fotografias del segmento no mutante.

OMATIDIA NORMAL EN SEGMENTO DE FENOTIPO NO MUTANTE DE MOSCA L4
En esta micrografia se observa la disposicion normal de los fotorreceptores y de la omatidia
completa en una seccion no mutante del ojo mosaico al dia 20 después de la eclosion. A un
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mayor acercamiento se aprecia la estructura normal de la rabdomera. En la imagen de la

izquierda, la flecha negra sefiala un fotorreceptor.

Figura 2: Corte de retina de Drosophila a 80 nm de grosor. Los fotorreceptores (Rh1-Rh6) se

numeran en sentido contrario a las manecillas del reloj. SMC: Vesiculas submicrovillares.

OMATIDIA EN SEGMENTO DE FENOTIPO HOMOCIGOTO L4 (5 DIAS DE ECLOSION)

Desde esta edad ya se observa formacion de ampollas o blebbing en la membrana
plasmatica de las células fotorreceptoras. El blebbing es una caracteristica distintiva en
células que estan contendiendo con un problema de sobrevida, y es un término comdnmente
utilizado cuando se describe el proceso apoptotico (Kerr y col, 1972). Sin embargo, es
dificil afirmar s6lo con esta evidencia si a esta edad las células estan muriendo por

apoptosis, ya que no se observaron otras alteraciones.

En la figura 3 se marcan con flechas rojas las zonas de la membrana celular donde se
presentan las ampollas; también observamos que los fotorreceptores se encogieron, ya que

en la zona de la rabdémera se ven mas pequefios que el control.
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L4 5d 10000x

Figura 3: Micrografia de omatidia de 5 dias después de la eclosién del alelo L4.

OMATIDIA EN SEGMENTO DE FENOTIPO HOMOCIGOTO L4 (10 DIAS DE ECLOSION)

A esta edad se observan las alteraciones de la membrana plasmatica mas evidentes y la
disposicion hexagonal que normalmente presentan las omatidias se encuentra desarreglada.
En la figura 4 superior se sefialan las ampollas méas evidentes a diferencia de la fotografia
inferior que corresponde al segmento de células no mutantes donde se observa la estructura

normal de la omatidia y la membrana no presenta las ampollas.

61



L4 10d 10000x

Figura 4: Omatidia de mosca del alelo L4 de 10 dias después de la eclosion.

OMATIDIA EN SEGMENTO DE FENOTIPO HOMOCIGOTO L4 (15 DIAS DE ECLOSION)
A los 15 dias, las células fotorreceptoras se hacen pequefias, el blebbing se acentda y la

disposicion hexagonal de la omatidia se pierde. En la figura 5 superior se marcan las
alteraciones observadas: ampollas membranales (flecha amarilla), fotorreceptores dafados
(flecha roja) y una mitocondria rota (flecha verde). La figura 5 inferior muestra las células
en el segmento no mutante y se observa que aln a esta edad las alteraciones en la
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membrana plasmatica (flecha roja) son minimas, y la arquitectura de los fotorreceptores

permanece practicamente sin cambios.

Figura 5: Omatidia de 15 dias después de la eclosién del alelo L4. La imagen superior
corresponde al segmento mutante con alteraciones de la membrana plasmatica mas severas

y la imagen inferior muestra el segmento no mutante con alteraciones minimas.

63



OMATIDIA EN SEGMENTO DE FENOTIPO HOMOCIGOTO L4 (20 DIAS DE ECLOSION)

A los 20 dias, la arquitectura de la membrana de las células fotorreceptoras se observa con
ondulaciones (figura 6, flecha roja); la célula también se observa méas pequefia y se
mantiene la separacion de los fotorreceptores al centro de la omatidia. La flecha amarilla
sefiala una rabdomera que se desprendi6 de algun fotorreceptor y se depésito sobre otro (no
fue posible distinguir si estaba internalizado o solo sobrepuesto).

Figura 6: Omatidia del alelo L4 de 20 dias después de la eclosion.

OMATIDIA EN SEGMENTO DE FENOTIPO HOMOCIGOTO L4 (30 DIAS DE ECLOSION)

A esta edad (figura 7) las alteraciones observadas en dias tempranos se volvieron mas
evidentes y severas. Se observa falta de fotorreceptores (se ven sélo 4 en lugar de 7),
mitocondrias rotas y falta de estructura en la membrana plasmatica con ampollas (flechas
rojas). Se pierde por completo la disposicion hexagonal de la omatidia, algunos de los

fotorreceptores se ven hinchados.
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Figura 7: Omatidia de 30 dias después de la eclosién, alelo L4.

OMATIDIA EN SEGMENTO DE FENOTIPO HOMOCIGOTO L4 (35 DIAS DE ECLOSION)

A los 35 dias después de la eclosién, se continta observando la falta de fotorreceptores, la
acumulacién de vesiculas, mitocondrias rotas, fotorreceptores que perdieron la rabdémera,
alteraciones en la estructura de las membranas plasmatica y nuclear. Todas las alteraciones
observadas, son tipicas de las células que se encuentran en proceso de muerte.
Probablemente este proceso sea muerte por apoptosis, ya que en este tipo de muerte se
observan las ampollas y se conserva el limite celular; sin embargo, no es posible asegurarlo
unicamente por las fotos. En la muerte por necrosis los dafios son diferentes; en este tipo de
muerte se presenta hinchamiento de la célula, rompimiento de membranas y esparcimiento

del contenido celular; en ninguin caso se observaron estas caracteristicas.

65



Figura 7: Omatidia de 35 dias de eclosion con pérdida de fotorreceptores y vesiculas, alelo
L4.

En la tabla 1 se presenta un resumen de los resultados antes mostrados. Se califico la

morfologia de las células tanto en la zona no mutante como en la zona mutante.

5d 10d 15d 20d 30y35d

S M S M S M S M S M
Membrana plasmatica  [* I ek ekk Pk ekk bk kkk Pk fhkokk
Nucleo e I ek ek ek ek ek ek ekk  Pkokk
Mitocondria ik % i ek ek ek ek ek ek ek
Pérdida de ND * ND |ND |ND p=* ND pex ek pokkk
Fotorreceptores
Rhabdomera * * * * * Ik * ke kkk  Pekkk

Tabla 1: Calificacion morfoldgica de los dafios observados en la retina de Drosophila

homocigota mutante L4 para el IP3R.
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En la tabla se muestra S como la zona silvestre y M como la zona mutante. El nivel de dafio

en las fotografias se califico con el siguiente criterio:

o * dafo ligero

0 ** dafo intermedio
[0 *** dafo severo

[] **** dafio muy severo
1 ND no detectado

ELECTRORRETINOGRAMAS

Se realizaron estudios electrofisiologicos (retinogramas) de los fotorreceptores de las
moscas mosaico con la mutacion nula del IP3R por registro de la actividad eléctrica de las
retinas. Se muestran los datos indicativos de cada parametro que forman parte de los

electrorretinogramas (ver metodologia).

Figura 8: Gréfica del Transiente ON del alelo L4. Promedios de una serie de 40 registros. *

p< 0.001

La figura 8 ilustra que alrededor del dia 15 después de la eclosion el transiente ON
claramente empieza a verse afectado por la ausencia del IPsR. Esto coincide con los

resultados encontrados con la microscopia electrénica de transmision. Los asteriscos
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indican diferencias significativas respecto al valor control. Promedios de una serie de 40

registros. * p< 0.001

Figura 9: Figura 8: Grafica del Transiente OFF del alelo L4.

La figura 9 muestra los cambios encontrados en el transiente OFF que fueron similares a

los mostrados con el transiente ON a partir del dia 15. Promedios de una serie de 40

registros. * p< 0.001

Figura 10: Grafica del Potencial de Receptor del alelo L4.
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Los cambios encontrados en el potencial de receptor que muestra la gréafica 10 no fueron
tan marcados como en los transientes ON y OFF, aunque también se observa una

disminucion en la respuesta de la retina en las células mutantes de la mosca mosaico.

Promedios de una serie de 40 registros. * p< 0.001

Figura 11: Grafica del overshoot correspondiente al alelo L4.

La figura 11 muestra los datos obtenidos en el overshoot donde los cambios se observaron a
partir del dia 15; sin embargo, los cambios méas severos se observaron en las edades
avanzadas sugiriendo una tendencia disminuir la fototransduccion a lo largo de la vida de la
mosca. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al valor control.

La figura 12 muestra los trazos representativos de las alteraciones observadas en la
respuesta visual de las moscas con tejido ocular mutante para el IP3R L4. Promedios de una

serie de 40 registros en cada una de las zonas (silvestre y mutante). * p < 0.001
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Figura 12: Registros representativos de los electrorretinogramas realizados en el segmento

mutante de un mosaico del alelo L4 a lo largo de la vida de la mosca adulta.

INMUNOHISTOQUIMICA

- Estrés Oxidativo

Con el fin de explorar un posible mecanismo asociado al proceso neurodegenerativo por la
ausencia del IP3R, se implementaron experimentos para valorar la presencia de estrés
oxidativo en el sistema experimental. Ya que no es factible realizar determinaciones
bioquimicas en un sistema como los 0jos mosaico, se opto por el uso de anticuerpos como
una alternativa para detectar actividad pro-oxidante. Para realizar esta clase de
experimentos que implican la obtencion de la retina completa separada de la cornea y del
tejido cerebral, se implementé en primera instancia una técnica de diseccion segun el
método Hiromi (descrito en la seccion de Métodos).

Se utiliz6 un anticuerpo que detecta la presencia de aductos de 4- hidroxinonenal (4- HNE),
el cual es un aldehido o, B insaturado que se usa comunmente como marcador de
lipoperoxidacion debido a que se produce en el metabolismo peroxidativo del acido
araquidonico o linoleico. Se ha reportado ausencia de &cido araquidonico en Drosophila
pero el acido linoleico si esta presente (Chyb, 1999)). El 4- HNE a su vez, forma aductos de
vida media larga con proteinas, las cuales se ven modificadas en su funcion (Noiri et al,
2001 y Toyokuni et al, 1994).

Las fotografias 13 y 14 muestran retinas de una mosca mosaico del alelo L4 tefiidas para
detectar la presencia del metabolito secundario a la actividad lipoperoxidativa, el 4-HNE y
detectado con anticuerpo secundario acoplado a fluoresceina. Las imagenes corresponden a
retinas mosaico con el anticuerpo anti-4-HNE a los 21 dias después de la eclosién, que fue
la edad en donde se observo el pico méas alto de lipoperoxidacion.
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Los resultados obtenidos nos corroboraron que el anticuerpo utilizado para detectar la
presencia de 4- hidroxinonenal fue Gtil para distinguir la actividad lipoperoxidativa de

retinas de moscas mosaico.

Figura 13: Retina de Drosophila mosaico incubada con el anticuerpo secundario como

control negativo

Figura 14: Retina mosaico incubada con el anticuerpo primario anti- HNE y el secundario.

La cuantificacion de estos resultados se muestra en la Figura 15, y corrobora que la
ausencia del IPsR promueve episodios de estrés oxidativo recurrentes, los cuales podrian

estar relacionados con el proceso degenerativo de la retina.



La grafica muestra los episodios de lipoperoxidacion en la mosca mosaico para el alelo L4
con incrementos a los 3, 15, 21, 25, 30, 40, 45 y 50 dias despues de la eclosion en la zona
mutante. Los picos mayores se presentaron a los 21 y 30 dias de edad. En la zona no
mutante también observamos episodios de lipoperoxidacion intermitentes. Esto muy
posiblemente se debe a la vecindad que mantienen las células no mutantes con las células
mutantes (Resino y Garcia-Bellido, 2004). Los asteriscos marcan los datos significativos

para una p < 0.001.

Figura 15: Patrén lipoperoxidativo de retinas de Drosophila

Muerte Celular

Se realizaron experimentos con un anticuerpo anti-caspasa 3 activa, el cual es un marcador
de actividad apoptética. Esta cistein proteasa sirve de sustrato de la caspasa 9 y a su vez
hidroliza ICAD (inhibitor caspase-activated DNase), el cual es un inhibidor de la nucleasa
CAD (caspase-activated DNase) que actla en el nucleo celular. EI gen que codifica para el
homodlogo de la caspasa 3 de mamifero en Drosophila melanogaster (decay), tiene una
identidad del 37% y una similitud del 56% comparado con el gen de vertebrados (Dorstyn
et al, 1999). El anticuerpo aqui utilizado ya ha sido probado con anterioridad en la mosca
(Ohsawa, 2008); sin embargo, nosotros decidimos usar una concentracion mas alta para

nuestros experimentos.
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Las Figuras 16 y 17 son representativas del pico de caspasa observado a los 18 dias después
de la eclosién en las moscas mosaico para el alelo L4. Los asteriscos marcan los datos

significativos para una p < 0.001.

Figura 16: Control negativo para el anticuerpo de caspasa 3 en una retina mosaico.

Figura 17: Retina mosaico incubada con el anticuerpo primario anti- caspasa3y el

anticuerpo secundario.
Los resultados obtenidos fueron cuantificados y graficados como se muestra en la Figura
18. Se observaron incrementos discretos pero significativos a los 18 y 25 dias después de la

eclosion. Este parametro indicativo de apoptosis hace correspondencia temporal con la
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presencia de protuberancias en las membranas de los fotorreceptores observadas en las
micrografias electronicas (15, 20 y 35), asi como con los incrementos de reacciones pro-
oxidantes. También se observd que hay una coincidencia con las alteraciones encontradas
en todos los parametros de los electrorretinogramas a partir de los 15 dias después de la

eclosion.

Figura 18: Niveles de caspasa3 de retinas mosaico de Drosophila

Tanto los resultados del 4-HNE como los de caspasa 3, no fueron comparados con un
control de ojo blanco sin mutacion, esos experimentos no se realizaron; sin embargo, en
base a las similitudes que muestra este alelo con el reportado en el articulo, es muy

probable que el control de ojo blanco se pudiera comportar en una forma similar.
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DISCUSION

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster es un sistema experimental ampliamente
usado desde hace décadas. Su tamafio y facil reproduccién han favorecido llevar a cabo
experimentos de gran relevancia en todos los campos de la ciencia bésica, pero
principalmente en la genética molecular. La construccion de mosaicos genéticos como
modelo experimental tiene la ventaja de permitir la observacion de los efectos de
mutaciones letales de manera local, sin afectar al organismo completo. Se han
implementado mosaicos genéticos en diversas partes anatomicas de la Drosophila, pero los
reportados en el ojo son de los mas empleados. Sin embargo, el sistema presenta algunas
desventajas, siendo una de ellas el tamafio del ojo, ya que al ser tan pequefio es complicado
realizar mediciones bioquimicas clasicas. Otra desventaja es que la expresion de la
mutacion se lleva a cabo en todas las células que componen el 6rgano ocular, lo que a veces
dificulta saber la secuencia de eventos y las interacciones celulares que culminan con las
alteraciones estructurales y funcionales del ojo.

Los resultados experimentales de este trabajo han mostrado que las modificaciones
producidas en los 2 alelos considerados en este estudio, BO y L4, son en términos practicos
semejantes, y repercuten de igual forma en la ultraestructura y en el funcionamiento de la
retina. Este hecho sugiere fuertemente que la proteina del IPsR codificada en el alelo L4
carece de actividad, por lo que es equivalente a la ausencia del receptor que caracteriza al
alelo BO.

Los sistemas bioldgicos son ejemplos de un equilibrio dindmico y pléstico entre los
componentes estructurales que los forman y las funciones diversas que en un momento
dado pueden realizar. En este proyecto estudiamos de manera especifica el 6rgano visual de
la mosca, el cual esta estructurado por varios tipos celulares dispuestos en un arreglo
arquitectonico complejo (Figura 2 de la Introduccion). El ojo de Drosophila esta
especializado en la transduccion de estimulos luminosos en sefiales eléctricas para hacer
posible la funcion visual del organismo. Aunque estdn intimamente ligados estos 2
aspectos, no siempre es clara la forma fina en que ciertas funciones dependen de las
estructuras celulares. En este contexto, fue importante en este estudio que intenta definir el
curso temporal de la neurodegeneracion de la retina por ausencia del IP3R, la
caracterizacion precisa de las propiedades estructurales de los fotorreceptores y sus

membranas asociadas en moscas a diferentes edades después de la eclosion. Al mismo
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tiempo, fue clave caracterizar la respuesta del ojo a estimulos foticos para de esa manera
hacer una correlacion temporal entre la estructura y funcién de los fotorreceptores de la

retina de la mosca cuando éstos degeneran al faltar el IP3R.

MICROSCOPIA ELECTRONICA

De acuerdo a los resultados obtenidos con la microscopia electronica se observan
alteraciones en la organizacion celular de la omatidia y de los fotorreceptores desde edades
tempranas estudiadas, 5, 10 y 15 dias, por lo que la neurodegeneracién de los
fotorreceptores debe iniciarse de manera rapida.

Ya se ha reportado que en ciertas ocasiones las celulas aledafias a una mutacion sufren
alteraciones menores o similares a las causadas por la mutacion de estudio. A este efecto o
dafo difundido hacia la vecindad de las células mutantes se le conoce como respuesta no
autonoma y se le ha llamado especificamente acomodacion positiva (Resino y Garcia-
Bellido, 2004).

En nuestro estudio detectamos que las células vecinas aunque no se observan rotas o con
algun signo de muerte, si presentan organelos alterados y la membrana plasmatica con

ampollas.

RECEPTOR DE IP3

La calificacion otorgada a los cambios o dafios observados en los fotorreceptores se basa en
la observacion de las estructuras celulares y subcelulares de ambas poblaciones celulares y
se resume en la Tabla 1 corroborando la hipédtesis de esta investigacion.

Ademas, se observaron estructuras subcelulares rotas (mitocondrias) y/o alteradas en la
estructura (membranas) desde las edades antes mencionadas, asi como también la pérdida
de los fotorreceptores en la zona de la rabdémera al rededor de los 20 dias después de la
eclosion. Todas las alteraciones celulares observadas en nuestro sistema experimental
sugieren fuertemente que el tejido esta sufriendo un programa de muerte celular bien
definido. Las ampollas observadas en la membrana plasmatica y nuclear, son tipicas de las

células que entran en un programa apoptético (Bursch, 2000).
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Desde hace varios afios se han hecho diversos esfuerzos para conocer la dindmica
intracelular de calcio en el fotorreceptor de la mosca tanto en condiciones de reposo como
en condiciones de estimulacion fética.

Las concentraciones de calcio intracelular oscilan entre los 30 y los 70 nM en condiciones
de reposo, y en condiciones de excitacion alcanzan niveles hasta de 250 nM (Hardie, 1996),
aunque existen otros reportes donde se han observado concentraciones hasta de 600 nM en
los fotorreceptores después de dejarlos en adaptacion a la oscuridad (Oberwinkler y
Stavenga, 2000). Estos datos indican que en los fotorreceptores de Drosophila el calcio
intracelular fluctda en limites reportados para otros tipos celulares.

Aunque esta bien reconocido que la muerte celular veces esta asociada con alteraciones en
la homeostasis de calcio, en nuestro sistema no sabemos si este parametro se vio alterado
por la falta del IP3R ya que no se han realizado observaciones ni mediciones al respecto. En
nuestro modelo de estudio, no sabemos si las oscilaciones de calcio se incrementan o
disminuyen tanto en el citoplasma como en el interior del reticulo endoplasmico u otros
organelos, forzando al sistema a hacer uso de otros canales liberadores de calcio como el
receptor a Ryanodina para eliminar el exceso de calcio, o a una regulaciéon anormal de la
ATPasa de calcio (SERCA) para captar mas del cation en el reticulo endoplasmico.

Desde hace varios afios se han realizado experimentos para conocer mas a fondo el proceso
de fototransduccién en la mosca de la fruta. Una de las hipdtesis mas fuertes postulaba que
la liberacion de calcio desde los depdsitos intracelulares, era la responsable de que se
desencadenara toda la cascada; sin embargo al realizar estudios electrofisioldgicos de la
movilizacién de calcio, se vio que no era asi. Para hacer esto posible era necesario afiadir
altas concentraciones de calcio de manera artificial ya que el calcio que se estaba liberando
desde los depositos intracelulares, no era suficiente para el proceso. La conclusion fue que
este efecto se debia a que las cisternas submicrovilares (SMC), que son las estructuras
intracelulares en donde se localiza el receptor de IP3 en el fotorreceptor de Drosophila,
tienen una capacidad muy baja para secuestrar calcio y por lo tanto, sélo es capaz de
contener una concentracion muy baja del cation (Hardie, 1993).

Seria muy interesante hacer este tipo de mediciones en fotorreceptores que no expresan el
receptor de IP3 y conocer mas a detalle algunos de los aspectos del manejo de calcio
intracelular que pudieran estar alterados y sus consecuencias mas directas en la activacion
de reacciones pro-oxidantes (peroxidacion de lipidos) o de los programas de muerte celular
por apoptosis (actividad de caspasa 3).

77



A diferencia de lo que vemos en nuestro estudio y lo citado en el articulo de Banerjee y
Hasan del 2005, existe un nimero muy extenso de aproximaciones experimentales en
donde el IP3R se ha propuesto como regulador negativo del proceso apotético. Por ejemplo,
diversos reportes se han publicado en donde la delecidn de las 3 isoformas del IP3R en una
linea celular de linfocitos DT-40 de pollo, o la expresion disminuida tanto de la isoforma |
y Il en lineas celulares T Junkat, hace a estas células mas resistentes a los estimulos
apoptoticos asociados al tratamiento con estaurospotina (Khan, 1996; Sugawara, 1997;
Jayaraman y Marks, 1997 y Assefa, 2004).

En contraste, existen también ejemplos en donde la alteracion o la falta del IP3R se asocia a
otro tipo diferentes de modificaciones: Ratones mutantes del receptor de IP; (aminoacidos
1732-1839) presentan crisis epilépticas recurrentes (Street y col., 1997). En otro trabajo
reportan que ratones que carecen del receptor de IP; tipo 1 presentan ataxia severa, la masa
corporal disminuida en un 50% y el tamafio de los cerebros disminuidos en un 40%. Estos
animales parecen normales al nacimiento pero alrededor del dia 9 presentan la ataxia y falta
de equilibrio para mantenerse caminando; hacia el dia 15 presentan torsion del tronco y
hacia los dias 20-23 ataques tonicos. La conclusion de estos trabajos es que el receptor de
IP3 en estos ratones es esencial para el crecimiento y funcionamiento adecuado del cerebro
(Matsumoto y col., 1996).

En la mosca de la fruta, en ausencia del receptor de IP3, los organismos no son viables
desde el estado larvario y si se realizan diferentes combinaciones de la mutacién, los
adultos viables tienen defectos en la postura de las alas con reducida habilidad para el vuelo
(Joshi y col., 2004 y Benerjee y col. 2004). En otro reporte del grupo de Hasan, encontraron
que las mutantes del receptor de IP3 en el estado larvario no son viables debido a que
pierden la habilidad de alimentarse al estar impedida la sefializacion asociada a insulina
(Agrawal y col., 2009).

Todos los reportes antes citados complementan y dan perspectiva a los hallazgos reportados
en el presente estudio. Es evidente el papel tan complejo que el calcio intracelular juega en
diversos sistemas celulares, y que es inadecuado asignar a la funcion del IP3R
consecuencias Unicas en lo referente a la muerte o sobrevivencia celular. Es necesaria la
realizacion de diversos acercamientos experimentales para generar una idea mas cabal de
los procesos finos e intimos implicados en la neurodegeneracion de los fotorreceptores

cuando esta ausente el IPsR En resumen, se hace patente que cada sistema experimental o
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cada celula en particular, maneja de manera propia su maquinaria molecular dependiendo

de las demandas que reciba del medio externo.

ELECTRORRETINOGRAMAS

Por otro lado, los resultados observados en los electrorretinogramas en donde las
alteraciones medibles se presentan desde los 15 - 20 dias después de la eclosion, indican
que estan desfasadas con las alteraciones estructurales que se detectaron desde los primero
dias después de la eclosion. Los cambios en los electrorretinogramas (disminucién de los
transientes ON y OFF) son indicativos de que la comunicacion entre los fotorreceptores y
las células con las que hacen contacto sinaptico localizadas en la lamina, se altera varios
dias después de gue se detectan alteraciones estructurales en los fotorreceptores, sugiriendo
gue la transmision sinaptica es refractaria, al menos en un inicio, a estos cambios
estructurales.

La posibilidad de que sobrevengan carencias en la comunicacion sinaptica ante la ausencia
del IP3R ya ha sido estudiada en la caracterizacion de los patrones de vuelo de moscas
mutantes para este receptor-canal. En este trabajo se reportd que el transcrito de la enzima
Glutamino sintetasa 2 (Gs2) esta reducida de forma significativa en ejemplares mutantes
del IP3R. Esto va acompafiado de niveles bajos de glutamato y los niveles del transcrito de
de la subunidad del GIuRIIA que forma parte del receptor idénotrépico a glutamato sensible
a AMPA-kainato, asi como un incremento de las ramificaciones axonales y del nimero de
sinapsis en la union neuromuscular que controla el vuelo (Nair, 2007).

Se sabe que la fototranduccion de Drosophila, se lleva a cabo a través de la liberacion de
histamina (Hardie, 1987), y aunque no ha sido estudiado si ve afectada en mutantes del
IP3R, esta posibilidad no puede ser descartada en nuestro sistema de estudio dado que se
ven afectados los transientes ON y OFF de los electrorretinogramas de las moscas mosaico.
Aunque es evidente el dafio celular y las alteraciones funcionales de los fotorreceptores en
nuestro sistema experimental, es dificil precisar la serie de los eventos intracelulares
asociados a estos cambios.

Existen reportes en donde al aplicar un tratamiento farmacoldgico (ratas inyectadas con
Pentobarbital) se altera la cantidad, disposicion y la estructura del reticulo endoplasmico
liso de los hepatocitos (Chedid y Nair, 1972). En nuestro modelo de estudio donde se esta

trabajando con una mutacién nula del IP3R, carecemos de la informacién para asegurar que
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la estructura de las cisternas asociadas al reticulo, los espacios submicroviliares, y la
comunicacion que establece el reticulo dentro de la célula con otros organelos, se encuentre
intacta en ausencia del receptor de IP3;. Seria muy probable que siendo el receptor de IP;3
una proteina tan importante para la homeostasis de calcio intracelular y encontrdndose en la
mosca expresado por un solo gen, en su ausencia se presentaran diversos cambios en el
arreglo de las endomembranas, asi como en eventos de sefializacion.

Como se mencionaba anteriormente, ante la ausencia del IP3R, no se sabe las adaptaciones
que se pudieran presentar en los otros canales y proteinas que manejan calcio presentes en
las células del ojo de Drosophila, incluyendo los canales de membrana plasmatica (los
dependientes de ligando y los sensibles a voltaje), asi como del otro canal liberador del
reticulo endoplasmico, el receptor de Ryanodina (RyR) y la ATPasa de calcio (SERCA).
En este sentido se ha reportado en varios sistemas celulares que la expresion fina de los
eventos de la dinamica de calcio intracelular es altamente dependiente de la localizacion
subcelular y del funcionamiento coordinado del IP3R y del RyR (Morales-Tlalpan, 2005). A
la fecha se carece de informacidn precisa sobre estos parametros en la retina de la mosca de
la fruta silvestre, circunstancia que podria hacerse mas patente en moscas con

modificaciones geneticas.

ESTRES OXIDATIVO, APOTOSIS y CALCIO

Dado que el sistema de estudio es de dimensiones muy pequefias, no es posible realizar
experimentos de estrés oxidativo por las técnicas bioquimicas clésicas (p.e., la actividad
lipoperoxidativa), como son el método del acido tiobarbiturico y la deteccion de dienos
conjugados. Por esta razon fue necesario que la deteccion de estrés oxidativo se realizara
por medio de anticuerpos especificos que reconocieran productos de reacciones pro-
oxidantes. Los resultados inmuno-histoquimicos obtenidos con el uso del anticuerpo para
detectar conjugados de 4-HNE, muestran que la aplicacion de esta estrategia metodologica
fue adecuada para cumplir dicha meta.

Resultd muy importante caracterizar el nivel de estrés oxidativo en nuestro sistema
experimental ya que este fendmeno se ha relacionado a la alteracion de la dinamica del
calcio intracelular como un evento desencadenante de procesos degenerativos. Esta
ampliamente documentado que las alteraciones en el manejo del calcio intracelular, como

las que se presentarian ante la ausencia o la accion defectuosa del IP3R, favorecen la
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generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), asi como la activacion de procesos
apoptoticos y/o necréticos (Nam, 2002).

Se ha reportado en diversos sistemas la relevancia de la interaccién entre el Ca®*
intracelular, las especies reactivas de oxigeno y la muerte celular. Por ejemplo, en cultivos
neuronales sometidos a condiciones de hipoxia intermitente, el calcio intracelular y las
EROs se incrementan de manera secuencial, lo que eventualmente culmina con una
liberacion masiva de neurotransmisores (Kim, 2004). Se demostr6é que la transferencia de
Ca?* del reticulo endoplasmico hacia la mitocondria se requiere para la iniciacién de la
muerte celular programada por algunas de las sefiales apoptdticas (Scorrano, 2003). Los
canales TRP expresados heter6logamente en células HEK, promueven el desbalance en el
manejo de calcio intracelular y una sensibilidad aumentada hacia el H,O, (Hara, 2002).

En nuestro modelo experimental todavia no podemos comentar sobre estos u otros eventos
que relacionan calcio y estrés oxidativo, ya que todavia esta pendiente la caracterizacion del
manejo de calcio intracelular a corto, mediano y largo plazo en las células presentes en la
retina de la mosca cuando el IP3R no se expresa.

Los experimentos para determinar el tipo de muerte celular (necrosis y/o apoptosis) que se
asocia a la neurodegeneracion correlacionan de manera muy interesante con las alteraciones
observadas en la microscopia electronica, ya que la presencia del blebbing o ampollas en la
membrana plasmatica es una caracteristica reportada de la muerte apoptotica (Bursch,
2000). Estas alteraciones deben repercutir de manera importante en la fisiologia de la célula
y se asocian temporalmente con la disminucion en la respuesta sindptica observada en los
electrorretinogramas.

Por la asociacidn antes mencionada del estrés oxidativo y la muerte celular, justamente en
nuestros resultados se observo que la muerte celular por apoptosis se presenta desde los
primeros dias y encontramos incrementos en la presencia de caspasa 3 después de que se
present6 un pico de estrés oxidativo.

Un aspecto gque todavia no esta bien definido y que debe ser objeto de una caracterizacion
mas completa es la posibilidad de que en nuestro modelo de estudio se presenten otras
formas de muerte celular como la necrosis o la autofagia. Esta reportado que la alteracion
en la dinamica del calcio intracelular puede estar relacionada con ambos procesos, y aunque
todavia no sabemos con precision como esta modificado el manejo de calcio en el interior

de los fotorreceptores y otros tipos celulares que forman la omatidia de la mosca,
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consideramos muy probable que ante la ausencia del IP3R esté pardmetro esté alterado de
manera significativa.

Alteraciones en la actividad del receptor de I1P3 se han implicado recientemente en aquellas
enfermedades en donde la desregulacién de la homeostasis del calcio intracelular se ha
relacionado en la patogénesis temprana de condiciones neurodegenerativas especificas
(Huntington, Alzheimer, Ataxia Espinocerebelar tipo 1) indicando un papel causal
(Banerjee y Hasan, 2005). También se estudiado la liberacion de calcio mediada por IP3R
en ratones que tienen un defecto genético espontaneo en el IP3R y en animales knockout del
mismo, y se ha observado que los ratones homocigotos tienen una taza muy baja de
nacimientos debido a que mueren in utero (Matsumoto, 1996 y Street, 1997).

Otro hallazgo interesante en nuestros resultados fue que también se detectaron alteraciones
en la zona no mutante del mosaico. Resulta muy Ilamativo que el hecho de que al estar en
vecindad con células que expresan una mutacion, las células “sanas” también muestren un
compromiso morfologico y fisioldgico. En algunos aspectos, las alteraciones fueron muy
discretas (electrorretinogramas); sin embargo, en la estructura, el estrés oxidativo y la
apoptosis, se observaron alteraciones muy similares a las células que carecian de la
expresion del IP3R.

Analizando los resultados obtenidos en este trabajo, consideramos que se logré una
descripcion del curso temporal de la neurodegeneracion retiniana. El articulo comprende la
informacion sobre la secuencia de las alteraciones estructurales y funcionales de la retina,
correlacionando dichos cambios con las reacciones pro-oxidantes presentes en el sistema
experimental con el alelo BO. En conjunto con los resultados logrados, se considera que el

proyecto ha cumplido los objetivos planteados y la contestacidn de la hipétesis de trabajo.
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CONCLUSIONES

La obtencion de organismos mosaico homocigotos para la mutacion del receptor de IPs,
resultd una herramienta experimental muy util. Antes de nuestro estudio, no se habia
realizado una caracterizacion temporal de los cambios morfoldgicos en la omatidia de la
mosca cuando se expresa la mutacion del receptor de IP3;. El uso de la microscopia
electronica nos permitié conocer en que momento después de la eclosion de la moscas
comienzan las alteraciones estructurales de las diversas células oculares, ademas de haber
sido posible un seguimiento de la progresion del dafio hacia los 30 0 35 dias siguientes.

Sin duda alguna, la mosca de la fruta permite el uso de herramientas experimentales muy
amplias para este tipo de estudios y una de ellas es el estudio electrofisioldgico de las
células de interés. El uso de los electrorretinogramas fue muy util e indicativo de la perdida
de la fototransduccion en los organismos mosaico, demostrandonos que la transmision
sinaptica de los fotorreceptores con su primer relevo, esta alterada y que esta alteracion esta
ligada a los cambios estructurales observados pero de manera desfasada.

A pesar de las limitantes experimentales que conlleva trabajar con un modelo tan pequefio,
como lo es la retina de la mosca, fue posible llevar a cabo experimentos de estrés oxidativo
y muerte celular; con el fin de conocer si los cambios estructurales y fisiol6gicos estaban
sustentados con componentes moleculares. Los resultados nos demostraron que existen
cambios lipoperoxidativos intermitentes en la retina mosaico de la mosca seguido de un
patron de muerte celular apoptotica que correlacionan con las alteraciones morfologicas y
estructurales antes mencionadas. Ya se ha reportado este tipo de patrén lipoperoxidativo en
diferentes fracciones de higado cuando el érgano atraviesa por el proceso de regeneracion
(Aguilar y col., 1996).

La aportacion de este trabajo permitid el conocimiento del patron temporal de lo que sucede
en la célula fotorreceptora del ojo de la mosca cuando el receptor de IP3 esta ausente y que
es diferente a lo reportado en otros sistemas.

En resumen:

1) Se obtuvieron organismos con segmentos homocigotos mutantes para el IP3R en 0jos
mosaico de manera exitosa.

2) Los datos de microscopia electronica muestran que la morfologia de la omatidia se altera

ya desde los 5 dias despues de la eclosion en el segmento mutante y desde los 15 dias en el
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segmento no mutante. Estas alteraciones son progresivas, haciéndose mas severas a los 30 y
35 dias.

3) Los resultados de los electrorretinogramas indican que los transientes ON y OFF se
alteran desde el dia 10-15, en ambos alelos. EI segmento no mutante no mostro alteraciones
fuertes en estos parametros. Los otros parametros (potencial de receptor y overshoot) se
modifican de manera significativa después de la tercera semana de eclosion. Las
alteraciones observadas en los electrorretinogramas son posteriores a las observadas en la
estructura de las omatidias por microscopia electrdnica.

4) Se detectaron varios episodios de estrés oxidativo en ambos alelos estudiados y en
ambos segmentos. Con el anticuerpo anti-HNE, se observaron cambios desde los primeros
dias, haciéndose mas claros a los 18, 27 y 40 dias en el alelo BO y a los 3, 18, 21 y 30 dias
en el alelo L4. También se observaron episodios de estrés oxidativo en el segmento de
células no mutantes debido a la vecindad con las células mutantes. La sefial del anticuerpo
anti-HNE correlaciona con el patron de alteraciones estructurales observados por
microscopia electronica.

5) Los resultados de la caspasa 3 activa mostraron un incremento importante en la presencia
de apoptosis desde el primer dia de la eclosion en el alelo BO. Estos resultados sugieren una
correlacion estrecha con las alteraciones estructurales observadas en la microscopia
electronica y los cambios en los electrorretinogramas. Los cambios estructurales en las
membranas celulares son tipicos de muerte celular apoptotica. Se observo una correlacion
con el patron de estrés oxidativo, sugiriendo que la muerte apoptotica es el resultado de los
eventos lipoperoxidativos. En el alelo L4, los picos de caspasa 3 fueron mas discretos y en
ambos segmentos; sin embargo, correlacionan con los cambios estructurales, los

electrorretinogramas y los incrementos del estrés oxidativo.
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PERSPECTIVAS

1. Sobre-expresar proteinas antioxidantes (SOD, catalasa) y observar si se
contrarrestan los efectos de la mutacion.

2. Expresar factores anti-apoptoticos (p35, DIAP1) en fondos genéticos mutantes para
el receptor de IP3 para ver si se rescata el fenotipo.

3. Expresar la mutacion en el ojo completo para eliminar todo el pigmento y mejorar
las mediciones de fluorescencia.

4. Profundizar el estudio de microscopia electronica y de fluorescencia para analizar si
existen efectos necroticos adicionales.

5. Caracterizar los niveles, localizacion subcelular y la actividad de otros canales
i6nicos y bombas metabodlicas encargadas del manejo del calcio intracelular.

6. Implementar un sistema experimental que nos permita medir de manera directa la
concentracion de calcio intracelular en la retina de D. melanogaster en presencia y

ausencia del IP3R.
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Abstract

Neurodegenerative diseases are hereditary and
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rimes: Alzheimer, Parkinson, Huntington and Kennedy diseases, amyothrophic
lateral sclerosis, retinosis pigmentosa, etc. These disorders markedly impact
the lives of millions and represent one of the critical goals of medical research
today.

In order to prevent and propose treatmenis for neurodegenerative diseases
is imperative to learn and understand the molecular and cellular mechanisms
of these parhologies. A successful strategy in recent years has been to
reproduce some aspects of the degenerative disorders in laboratory erganisms
that are simpler and more suitable for experimental manipulation. In this
review, we present some of the biomedical highlights to gain more
understanding abour genetic, physiological and biochemical disturbances of
the main neurodegenerative diseases using the fruit fly, Drosaphila
melanogaster, and the nematode Caenorhabditis elegans, as experimental
models.

Introduction

Last century has witnessed a remarkable increase in life expectancy for
most of the human beings (from =40 to more than 70 years). Thanks to
significant improvements in sanitation and in the combat against infectious
diseases, the adoption of more effective hygiene habits and higher familiar
incomes, the proportion of elderly people is every year growing throughout
almost all countries of the world. From a biological perspective, this
circumstance has brought a previously unknown situation: the appearance in
the human population of a new set of pathological entities afflicting to the
more mature members of our society. Among these maladies, neurodegenerative
disorders highlight, because of the economical and social distress they produce
in the individuals and the families who suffer those conditions. Indeed,
neurodegenerative diseases are especially insidious since make people
incapable to act independently in a progressive manner, and therefore they
usually involve a number of years of suffering and uncertainty for the victims
themselves and their relatives. As a consequence, enormous financial
investments need to be done to take care of the patients and for support of their
families.

Given this alarming situation, a priority for researchers in biomedicine is
to investigate and understand the cellular and molecular mechanisms involved
in the onset and development of the neurodegenerative diseases. One of the
first steps toward the aim of preventing these sicknesses and/or overcoming the
clinical problems related with a decreased capacity in the physiology of the
brain, is to comprehend the interplay among the genes, the proteins, the
organelles and the cells of the nervous system whose altered functions are
responsible for the pathogenesis of these disorders.
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As part of the multiple strategies to cope the degenerative diseases of the
brain, many biomedical research groups have chosen simpler organisms than
mammals and vertebrates to account for a more precise information about the
molecular mechanisms involved in the principal neurodegenerative disorders that
affect humans such as Parkinson, Huntington and Alzheimer diseases. Therefore,
they have as experimental models in their laboratories dipters such as Drosophila
melanogaster (the fruit fly) and nematodes such as Caenorhabdiris elegans (the
| mm roundworm). The underlying principles are easy to understand: 1) These
invertebrates present a nervous system with molecular and cellular events similar
to the ones disrupted during the degenerative processes in the brain of mammals;
2) The genes recognized as responsible for the pathogenesis are also present in
D. melanogaster and C. elegans with the advantage that in many cases there is
only one isoform of these genes in invertebrates; 3) It exists an extensive
methodological support to manipulate molecularly the genetic properties of these
organisms, and hence, it is common to get organisms with knock out, knock in,
overexpression and mosaic of diverse genes,

In this review we summarize the main molecular and cellular advances in
the understanding of the principal human neurodegenerative diseases having
D, melanogaster and C. elegans as experimental models.

Huntington disease

This inherited disorder with autosomic dominant transmission, affects up
o 8 people per 100,000, with no distinction between men and women. The
symptoms become conspicuous during the fourth decade of life, but a juvenile
form of Huntington disease (HD) has also been reported. Formally, it was first
described by George 5. Huntington in 1872, but chronicles about the havoc
associated to its symptoms had been known much earlier. Some of the initial
designations of HD were “5t Vito dance” and “chorea maior”. At present HD
is one of the first genetic ailments for which an accurate test can be performed.

The patients show a progressive decline in their physical and cognitive
abilities, and some of them even present psychiatric problems. The more
characteristic symptom is random, uncontrollable and rapid movements in their
extremities and lack of coordination. As HD progresses, problems to sit, stand,
speech, chewing and swallowing are also present. Eventually a full-time care is
required for every patient.

HD is caused by a trinucleotide repeat expansion in the huntingtin gene
(Hitt), and is one of the & polyglutamine (or polyQ) diseases so far reported
{other are spinocerebellar ataxia types 1, 2, 3, 6, 7 and 17, spinobulbar
muscular atrophy and dentatorubropallidoluysian atrophy). Cerebral cortex,
but particularly the caudate nucleus and the putamen, are severely affected
with loss of neurons and gliosis. Great number of striatal medium spiny
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neurons, which are GABAergic, are lost. It is assumed, based in a number of
experimental evidences, that abnormal huntingtin produces aggregates which
are toxic by enhancing oxidative stress and affecting mitochondrial function.

Drosophila. Drosophila transgenic models of HD have proven to be
excellent models of the human disease by replicating most of the features of its
pathological characteristics, such as the late onset, the reduced longevity, the
neurodegeneration, and the impaired motor function (1).

The expression of mutant human huntingtin protein cause widespread
degeneration in the Drosophila central nervous system that correlates with
degeneration of photoreceptor neurons.

Drosophila models of degenerative processes have been used to find and
prove pharmacological treatments for their human counterparts. Transgenic
flies engineered to express mutant human genes have been used to test the
effectiveness of various chemical compounds in vive. Cystamine was selected
based on its ability to inhibit transglutaminase activity and thereby inhibit
aggregate formation possibly by blocking glutamine crosslinking. It has proven
efficacious in prolonging survival and improving motor neuron function in HD
mice (2) and reducing photoreceptor neuron degeneration in flies (3).

Other protective actions in photoreceptor degeneration include inhibition
of the pro-apoptotic enzyme caspase-3, improvement of mitochondrial
respiration and function, and reduction of oxidative stress through the
enhanced production of glutathione (4)

Histone deacetylase inhibitors have proven effective at amresting progressive
neuronal degeneration in a fly model of HD even after onset of symptoms (5).
Drug at threshold concentrations in Dresophila produce no apparent lethality and
can suppress polyglutamine-induced pathology at levels comparable to or better
than single compound feedings at higher effective concentrations.

Alzheimer disease

Neurodegenerative disorder characterized by gradual deterioration in
cognitive abilities accompanied by behavioral alterations and neuropsychiatric
symptoms. Alzheimer disease (AD) is the most frequent type of dementia in
the elderly. By the age 85, one out of two persons will have symptoms of AD
and even a larger proportion will have some of the pathological features typical
of the disease in their brains. This neurological illness was described by Alois
Alzheimer at the beginning of the past century in Germany.

The clinical characteristics start with an incipient short term memory loss
which progresses to a more persistent and pervasive forms. Eventually,
aphasia, disorientation and disinhibition are also installed. AD may also
include behavioral changes, and in the last stages, it involves alteration in
mobility, feeding inability and incontinence. According to the seriousness of
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symptoms and the assistance needed by the patients, AD is classified as mild,
moderate and severe.

Forensic findings show that AD implies neuronal loss or atrophy, chiefly
in the temporal, parietal and frontal cortex, associated also to inflammatory
responses caused by deposition of amyloid plaques and neurofibrillary tangles.
Amyloid beta is a short peptide produced by an anomalous proteolytic rupture
of a transmembrane protein known as amyloid precursor protein. Aggregation
of amyloid beta forms the neuritic plagues which have been considered as
responsible for neuronal loss. The function of this protein is unclear, but has
been related to newronal development. Amyloid beta is generated by the
sequential action of two enzymes known as B and y secretases. A mutant
variant of presenilin | and 2, a component of the ¥ secretase, has been related
to the onset of AD. In addition of amyloid beta, tau which is an microtubule-
associated proteins, is also abnormally accumulated as paired helical filaments.
It has been proposed that tau aggregation is generated by its hyperphosphorylation,
leading to the formation of neurofibrillary tangles inside neuronal somas.

Most of AD cases are “sporadic” with environmental factors such as head
injury, repeated trauma and exposure to chemicals, acting as triggers. However,
mutations of preseniling as well as inheritance of the £4 allele of the apolipoprotein
E are regarded as responsible or as risk features for some of Alzheimer cases that
run in families. This neurodegenerative disorder has been linked in humans to the
1%, 14" and 21" chromosomes, but identification of the altered genes in each
chromosomes awaits confirmation. Alternative reports associate the onset and
develop of AD to genes related to insulin-degrading enzymes, inflammatory 5-
lipooxygenase gene and endothelin-converting enzymes.

Drosophila. Multiple mutants have been reported in Drosophila showing
different aspects of the degeneralive process observed during AD. In
mammals, the ADAR2 protein which edits the primary structure in glutamate
and serotonin receptors, can rescue the degenerative defects when is expressed
in the Drosophila dADAR mutant (6). A Drosophila screen searching for
mutations hypersensitive to hypoxia, identified three mutant loci (7), and
interestingly one of them turned out to encode ADAR (8). ADAR as editing
factor could be relevant for the recovery from oxygen deprivation.
Thioredoxin, a multifunctional antioxidative and antiapopiotic protein (9)
might play a role because this gene is up-regulated in ADAR mutants (10).

The drop-dead (drd) neurodegenerative mutant most likely affects a
structural component for oxygen supply. The drd mutant was later found to
cause late-onset neuronal degeneration. The drd gene encodes a structural
component of tracheal tubes in Drosophila (6).

The expression of mammalian tau in Dresephila induces cell death and
can lead to the formation of neurofibrillary tangles (11). Drosophila also

97



6 Olivia Vizquez-Martinez ef al

possesses an endogenous rau gene and mutations have been isolated but no
phenotype has been described (12).

The Drosophila futsch gene, which encodes a protein homologous to
vertebrate MAP1, when is mutated produce progressive neurodegeneration in
the olfactory system with important disruption in the microtubule network
(13).

The breakdown of phosphatidyl choline has been ohserved in many acute
and chronic neurodegenerative disorders (14). Elevated levels of phosphatidyl
choline have been connected with AD, since amyloid beta can increase
phosphatidyl choline synthesis (15). Drosophila swiss cheese (sws) mutant
shows and increase in phosphatidyl choline levels, widespread degeneration
and neuronal apoptosis (16). The fly sws mutant and the subsequent creation of
a mouse mutant for this gene are one of the first examples where Drosophila
provides the basis to identify a vertebrate gene that also causes progressive
neurodegeneration.

Interestingly, cholesterol and cholesterol ester have been implicated in the
production of the amyliod beta fragment. Amyloid precursor protein in
Drosophila is encoded by the Appl (amyloid precursor protein-like) gene and
genetic interaction test have shown that a deletion of the Appl gene enhances
the neurodegenerative phenotype in the loe gene (fatty acid metabolism),
although the Appl mutant by itself does not reveal any neurodegeneration (17).

C. elegans. Use of the worm C. elegans to model AD is recent. The
worms genetically modified to express the human gene for Afs;, show amyloid
aggregates of different sizes, just as seen in Alzheimer's brain. The symptoms
of transgenic worms include paralysis and a life span of only 20 days. Thus,
the transgenic C. elegans expressing Afy; has been used widely for mechanistic
studies regarding amyloid being evident the formation of intracellular AP
deposits (18). The relationship between amyloid formation and oxidative
damage was documented using this model. In the C. elegans a methionine
(Met™) is essential for free radical production by AP, and its critical for -
sheet formation in the transgenic organism (19). A comelation between a
progressed paralysis phenotype with an increased levels of protein carbonyls
supports the amyloid hypothesis,” which states that Ap-induced oxidative
stress leads 1o neuronal cell death seen in AD (20). DNA microarray assay of
the transgenic strain indicates that several stress-related genes were up-
regulated, principally two genes homologous to human aB-crystalline and
tumor-necrosis-factor-induced protein, which were also found up-regulated in
the postmortem human AD brain (21). Even though this is an invertebrate
system and thus may not have significance to AD pathology, it is a well-suited
model for correlating AP expression and its associated toxicity in an in vive
model organism.
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To understand the events in development of AD and to develop therapeutic
strategies, it is important to establish the temporal sequence of events leading
to neurodegeneration. C. elegans is a suitable tool for mechanistic examination
of the transgene products as well as for pharmacological analysis of time
course and kinetics of drug effect (22).

Parkinson disease

This degenerative disorder of the brain is characterized by an impediment
in the patients” motor skills and speech ability. The prevalence of this malady
is estimated around 180 cases per 100,000, whereas the incidence varies
according to gender (men are affected more than women), ethnical condition
(elevated values among Hispanics) and age (elderly are more affected). The
condition had been known since ancient times, but the disease was formally
documented in 1817 by the British physician James Parkinson. Parkinson
disease was one of first illness to be linked to the deficiency of a particular
neurotransmitier. In this case, it was shown that the disease result from the loss
of pigmented dopamine-secreting cells in the pars compacta region of the
substantia nigra. The dopaminergic neurons project toward the basal ganglia to
regulate mobility. Other dopaminergic pathways are also decreased or absent
which explains the psychiatric pathology associated to Parkinson disease:
altered volition and emotional responsiveness, reduced desire and initiative, as
well as problems in sensory processes and maternal behavior.

Two hypothesis have been postulated to explain the loss of dopaminergic
neurons in Parkinson disease: 1) Accumulation of the protein ¢f-synuclein in
cytoplasmic inclusions called Lewy bodies which can not be eliminated by
ubiquitination; 2) High levels of iron that promotes generation of reactive
oxygen species (ROS) and enhancement of pro-oxidative reactions.

The causes of Parkinson disease are diverse, being most of the cases
idiopathic. In less proportion Parkinson disease has been related to genetic and
toxic factors, as well as head traumas. Mutations in the genes of the next
proteins have been associated to some forms of Parkinson disease: o-
synuclein, parkin, ubiquitin hydrolase and dardarin. One of the most effective
toxin to create Parkinson disease-like symptoms is MPTP (1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine) which destroys dopaminergic neurons when it is
transformed to MPP* by oxidation of monoamine oxidase.

Drosophila. The model of Parkinson's disease in Drosophila is based on
expression of normal and mutant forms of human - synuclein. a-Synuclein
(SNCA)-transgenic flies show selective loss of dopaminergic neurons,
formation of filamentous o-synuclein rich inclusions similar to Lewy bodies
and progressive locomotor dysfunction.
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The phosphorylation at Serl29 in a-synuclein, is a key mechanism
controlling o-synuclein toxicity. Alteration of Ser129 to the phosphorylation-
incompetent residue alanine completely attenuates ¢-synuclein toxicity.
Mutation of Serl29 to aspartate to mimic phosphorylation significantly
enhances o-synuclein toxicity in dopaminergic neurons and in the retina.
Overexpression of Drosophila G protein-coupled receptor kinase increases
phosphorylation of co-synuclein at Serl29 and enhances o-synuclein
neurotoxicity.

Mutation of Ser129 to alanine not only abrogates a-synuclein toxicity, but
also markedly increases inclusion-body formation in Kenyon cells. Non-
phosphorylated o-synuclein is readily recruited into inclusion, whereas
phosphorylation of a-synuclein favors the maintenance of t-synuclein in a
soluhble, toxic form (23).

Phosphorylation seems to be a common mechanism underlying
neurotoxicity. fau deposited in the characteristic protein aggregates of
Alzheimer disease and related disorders -neurofibrillary tangles- is
hyperphosphorylated. Two recently cloned familiar Parkinson disease loci
encoded protein kinases and increasing phosphorylation by manipulating
kinases and phosphatases alters fau solubility and neurotoxicity (24).

The Drosophila mutants of the pigmentation gene PINK1 have males
sterile and most of females too. Male sterility was due to spermatid
mitochondria abnormalities. The flies exhibited a shorter life, age-dependent
movement disability, age-dependent increase or aberrant wing phenotype, and
disorganized muscle fibers resulting in poor flight performance, enlarged and
abnormal mitochondrial phenotype, and reduction in ATP levels (25). These
mutants are sensitive to the free radical inducer, paraquat, and the complex 1
inhibitor, rotenone, suggesting that the absence of PINK] leads to decreased
resistance to reactive oxygen species, and they are more sensitive a variety of
stressors, illustrating the potential importance of environmental and genetic
interactions in the pathogenesis of PD (26).

Mutations in Dresophila parkin result in profound mitochondrial defects
in multiple tissue types. Fly parkin mutants also display progressive
degeneration of a subset of dopaminergic neurons and that this degeneration
can be rescued by the overexpression of a glutathione S-transferase, a factor
that has been implicated in the cellular response to oxidative stress (27, 28).

C. elegans. Transgenic worms that over express wild-type or familial
Parkinson mutant human o-synuclein was constructed. Dopamine neurons
exhibited accumulation of a-synuclein in the cell bodies and neuritis, and the
worms showed failure in the locomotive rate in response to food (29).

In C. elegans homolog of human parkin was found and called pdr-I
(Parkinson's disease-related gene-1). Parkin in C. elegans interacts with

101



Experimental neurodegencration in invertebrates ]

enzymes of the complex ubiquitin/ proteasome. Mutants of pdr-1 loss-of-
function, showed altered solubility and their intracellular localization
properties is hypersensitive to different proteotoxic stress conditions (30).

Amyotrophic lateral sclerosis

MNeurodegenerative disease characterized by the loss of upper and lower
motor neurons that prevent the initiation and control of voluntary movement.
One difference with other degenerative affections is that patients with
amyotrophic lateral sclerosis (ALS) maintain a proper mental functioning. This
disorder involves destruction of areas of the spinal cord (lateral) where the
nerve cells that signal and control the muscles are located (amyotrophic).
Eventually these sections get scarred or harden because of gliosis and
proliferation of extracellular matrix (sclerosis). ALS affects all races and
ethnic groups, being men more prone to present the malady than women.
Usually, the first symptoms appear between 40 and 60 years of age.

The symptoms are very subtle at the beginning, starting with progressive
weakness in legs or arms, but in some patients also with difficulty in speaking
and eating. At some point, patients are not able to stand or walk, and present
serious impediments to swallow and chew. Usually they die because of
respiratory failure,

The molecular mechanism underlying ALS is still obscure. A familiar form
of this disease has been associated to a mutant version of the antioxidant enzyme
superoxide dismutase (SODI). Therefore, a hypothesis regarding the
pathogenesis of this disorder postulates pro-oxidant reactions and an increase in
reactive oxygen species as the factors responsible for the neuronal loss. An
alternative interpretation suggests that mutant S0D1 might act as an amyloid
protein, and hence promote the formation of agglomerates capable to block
cellular transport and other vital functions. Additionaly, it was found that
patients with ALS had significant higher levels of the excitatory neurotransmitter
glutamate in serum and spinal fluid. The increased presence of glutamate could
lead to excitotoxicity episodes as an explanation for the death of spinal neurons.
Supporting an active role of glutamate in the pathogenesis of this disease is the
improvement in the health condition of patients under Riluzole administration,
which is a compound that decreases the release of glutamate.

Drosophila Immunocytochemistry on brain tissues from ALS patients
showed that there a selective loss of immunoreactivity for EAAT-2, a glutamic
acid transporter expressed uniquely in glia cells (31). EAAT function is remove
glutamate from synaptic cleft, preventing the excessive excitation of postsynaptic
neurons. Drosophila has a single high-affinity glutamate transporter, dEAATI.
The inactivation of this transporter leads to widespread degeneration in
the neuropil with the formation of small vacuoles, electro-dense material in
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neuritis and swollen mitochondria. These knock-down flies also suffer from
oxidative stress and show a 50% reduction in life span. Interestingly treatment
with the antioxidant melatonin or the anti-excitotoxic drug riluzole improved
this condition significantly (32).

Null mutations in Drosophila SOD reduce the adult life span, cause
hypersensitivily to oxidative stress, and lead to extensive necrotic death in the
retina as well as a degeneration in the lamina (33).

C. elegans. Strains of C. elegans were genetically manipulated to express
wild type and mutant human of SODI1. The transgenic worms expressing
mutant SOD1 showed discrete aggregates in the muscle tissues and a greater
vulnerability to oxidative stress. In the absence of oxidative stress, mutant
human SOD| proteins were degraded more rapidly than the wild-type human
S0OD! protein (34).

Kennedy disease

This neuromuscular disorder is associated with mutation of the androgen
receptor (AR) and it is also known as X-linked spinal-bulbar muscular atrophy.
The disease was named after W.R. Kennedy who described the clinical
condition in 1968. In humans, Kennedy disease (KD) is expressed exclusively
in males since is a sex-linked illness, whereas females are carriers. It is
believed that KD could be ome of the most common forms of motor neuron
diseases, since many patients have been misdiagnosed to have amyothrophic
lateral sclerosis.

KD involves multiple CAG repeats (that codifies for the amino acid
glutamine) in the gene for the androgen receptor. For that reason is classified
as a polyQ disorder, in the same category as Huntington disease. At the
beginning patients with the disease report muscular fatigue in proximal limbs
that progress to affect the tongue and mouth muscles. Neurological symptoms
include dysphagia and problems for swallowing and talking.

It is unknown the molecular and cellular mechanisms by which mutations
in androgen receptor cause the deficiency in the neuromuscular system.

Drosophila. An early Drosophila model of KD was achieved by
expressing a truncated version of the androgen receptor (AR). The flies
presented neuronal degeneration that was coupled to aggregation of mutant
protein. These studies illuminated a role, no only for molecular chaperones and
proteasomal degradation, but also for the small ubiguitin-like modifier
(SUMO) in the pathogenesis of polyglutamine diseases, suggesting that
trafficking and/or the metabolism of AR controlled by SUMO modification of
other proteins impacts KD pathogenesis.

A more recent Drosophila model, engineered to express the full-length
expanded AR, not only revealed the critical role for hormone binding in the
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pathogenesis of KD, but also showed important details about specific aspects
of mutant AR metabolism in this disease.

The finding that hormonal activation is a required element of the
pathogenicity of expanded AR, suggests that pharmacologic antagonists of the
AR might serve a useful therapeutic purpose. However, treatment of flies
expressing the full-length expanded AR with either hydroxyflutamide or
biculutamide failed to protect them from the neurodegenerative process and
indeed exacerbated the disease (35).

Hereditary spastic paraplegia

This disease is also known as Familial Spastic Paraparesis, and formally is
a group of inherited disorders characterized by a progressive weakness and
stiffness of the legs. It is classified as uncomplicated, if only muscular
problems are present, or complicated if the condition is also accompanied by
neurological disturbances such as retinopathy, ataxia, icthyosis, optic and
peripheral neuropathies, deafness and dementia.

Genes that are associated for several forms of hereditary spastic paraplegia
(HSP) have been identified. So far, approximately 20 genetic loci, which can
be autosomal dominant or autosomal recessive, have been related to the onset
of HSP. These genes are known as SPG (spastic gait). More studies are
necessary to achieve a better perspective about the molecular mechanisms
underlying the mutations of these genes to produce this type of disease.

Drosophila. Drosophila has been shown to contain a highly conserved
spastin homolog, Drosophila spastin (Dspastin) (36).

Mammalian spastin has a nuclear localization; Dspastin was demonstrated
to be a cytoplasmic protein enriched in neuronal axons and synaptic
connections. At the neuromuscular junction (NMJ) synapse, loss of Dspastin
causes morphological undergrowth and loss of synaptic area. Dspastin
averexpression decreases microtubule stability, whereas loss of Dspastin
enhances microtubule stability (37).

Drosophila neuronal knockdown of Dspastin and, conversely, neuronal
averexpression of Dspastin containing a conserved pathogenic mutation both
recapitulate some phenotypic aspects of the human disease.

Drosophila lacking phenotypes exclusively within the nervous systems
displayed mutant phenotypes that resembled observations made in HSP
patients. First, there was no lethality associated with neuronal loss of Dspastin
activity, and flies eclosed into apparently normal young adults. Indeed, HSP is
not a lethal condition, and patients present variable ages of onset, indicating
that there are no obvious developmental defects linked to spastin mutations or,
if present, these defects become manifest only after birth.

Flies progressively developed severe movement defects and within around
15-200 days of birth stopped moving altogether. Progressive locomotor
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dysfunction and impaired gait are the hallmark of HSP pathology. Nervous
system-specific reduction of Dspastin function resulted in progressive
neurodegeneration of the fly brain with obvious presence of neurons
undergoing apoptosis (38).

Adrenoleukodystrophy

Disorder that affect the growth and development of myelin.
Adrenoleukodystrophy (ADL) is inherited in a sex-linked manner on the
chromosome X. The prevalence is approximately 1 in 20,000 individuals.
There are two modalities of ADL, the more severe impinges on children boys
at edges 5 — 10 and it is characterized by seizures, ataxia, adrenal insuffiency,
as well as degeneration of visual and auditory functions. A milder form of
ADL affects young adults that present spinal cord dysfunction with weakness
and numbness of the limbs and urination and defecation problems.

The defective gene in ADL codifies for a fatty acids transporter protein
localized in peroxisomes. One of the most important functions of these
organelles is the oxidation of fatty acids. When this transporter fails, an
excessive accumulation of very long chain falty acids {more than 24 carbons)
is detected in the serum of patients. These fatty acids are present in high
amounts in all cells, but are specially insidious by avoiding the formation of
myelin by oligodendrocytes in the nervous system, and altering the cellular
physiology of the adrenal glands.

Drosophila. In Drosaphila, a transporter for very long chain fatty acids is
encoded by the bubblegum (bgm) gene (39) and bgm flies mutant show retinal
degeneration and strong degeneration in the first optic ganglion, the lamina.

Another Drosophila mutant connected with fatty acid metabolism is the
loechring (loe) mutant. The loe mutation affects the y-subunit of the AMP-
activated protein kinase (AMPK) complex, a heterotrimer consisting of the
calalytic o-subunit and the regulatory B and y-subunits (40). loe also reveals a
severe reduction in cholesterol ester, a storage form of cholesterol in the cells,
while free cholesterol levels are unchanged (23),

Retinitis pigmentosa

A genetic condition that produces a progressive blindness in patients that
usually are in their 40s or 50s. In the retinitis pigmentosa (RP) the
photoreceptors, including rods and cones, as well as the retinal pigment
cpithelium are altered, causing at first defective dark adaptation (nyctalopia),
later constriction of the peripheral visual field and eventually complete
blindness.

Mearly 40 different genes have been associated to RP. The first mutation
was identified in the gene of rhodopsin in 1989, The mode of inheritance is
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particular of each familiar history, and encompasses autosomal dominant,
autosomal recessive and X-linked.

Droshopila. The first degenerative mutants described in Drosophila
affected the retina causing degeneration of photoreceptors. Despite the
differences between phototranduction pathways in Drosophila and humans, the
function of rhodopsin/opsin pigment are conserved (6).

It has been estimated that more than 25% of all cases of RP are due to
dominant mutations in the opsin protein. Interestingly, it has been shown that
four of the reported mutations in opsin in humans related to RP, can also be
found in dominant retinal degeneration in Drosophila (41).

One form of RP called Leber congenital amaurosis (LCA) is caused by
loss-of-function mutations in the RP12 gene. The RP12 gene encodes CRBI,
one of the three human homologues of the Drosophila Crumbs protein (42).
Crumbs is a transmembrane protein involved in the assembly of adherents
Junctions in polarized cells and has a special role in the support of the
rhabdomeric structure in adult photoreceptors because loss-of-function mutants
show a collapse of rhabdomeres. CRB1 appears to have a similar structural
function in the outer segment of vertebrates cone cells (43).

Some Drosophila neurodegenerative mutants that are associated with
neuronal ion channels. Loss-of-function mutants in TRP (transient receptor
potential) channel show only mild and slow degeneration of photoreceptors,
and constitutive active mutant form causes rapid and severe retinal
degeneration (44). This phenotype can be suppressed by overexpression of
CalX, a Na'/Ca™ exchanger, strongly suggesting that Ca®* overload, a well-
known consequence of exitotoxicity, is responsible for the photoreceptor
degeneration in TRP mutants (45). The role of TRP channels in vertebrates in
neurodegenerative diseases remains to be determined.

C. elegans. As part of the genome sequencing project, a gene termed CES
was identified in C. elegans. The gene product was shown to be very similar
in sequence to PDES, and in part, at the C-terminal domain of the human
retinal gene 4 (HRG4). The protein expressed in this nematode has practically
an identical biological activity as the protein expressed in mammalian
photoreceptors (46).

Tubby and tubby like proteins (TULP) are proteins with unknown
functions. TULPs are implicated in the obesity, sensoneuronal degeneration,
and development. Mutation of particular TULPs has been shown to be
responsible for obesity and retinitis pigmentosa. In the worm, the conserved
exon 2 of gene mb was localized, their shown a similarity with homolog gene
in human, mouse, rat, dog and Drosophila (47).
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Duchenne and becker muscular dystrophies

Both neurological diseases are allelic forms of progressive myophaties
caused by the disruption of the gene dystrophin (48). These diseases affect
approximately 1 in 3500 male births (49).

Dystrophin is a protein (3685 amino acid) found in skeletal, cardiac
muscles and in the nervous system. Biochemical studies have revealed that
dystrophyn is a component of the transmembranal complex of proteins called
DAPs (dystrophin-associated proteins) (48). Dystrophin is located in the
sarcolemma, bound by its amino-terminal to actin filaments, and by its
carboxy-terminal to glicoproteins as dystroglican, sarcoglycan, and others
dystrobrevin and syntrophin proteins (50).

Althought the C. elegans is remotely related to mammalians, the striated
muscles shown equivalence to vertebrate muscles. The C. elegans genome
contains a dystrophin homologue (dyvs-/) (49). Mutants of the dys-I gene
display several locomotor phenotypes (hyperactivity, bending of the head,
hypercontraction), but have apparently normal muscles due to the short time
lifespan in the worm, in contrast with to mammalians that the phenotype take
weeks (49).The motility defects are probably the result of increased
cholinergic activity (50).

The calcium channel activity is a critical factor in the progression of
muscle degeneration related to dystrophin (51). Recently SLO-/ channel, a
protein with a conductance to K+ modulated by calcium and voltage was found
to be involved in the disytrophy disease. In C. elegans the absence of dys-/
results in a down-regulation of slo-1. This down-regulation cause a calcium
influx and massive contraction (52).

Other invertebrates used as experimental models for

neurodegenerative diseases

C. elegans and Drosophila are the invertebrates most commonly used as
experimental models to study neurodegenerative diseases. Mevertheless, there
are other non-vertebrate organisms that are already playing a similar role, with
the perspective to become important experimental subjects in the next years.
The final goal is and will be to keep us leaming the cellular processes that
underlie the molecular abnormalities present in this type of pathologies.

Although the cephalopod squid (Loligo peali) as an organism is not yet an
accepted model for peurodegeneration, its giant axon has been used to
reproduce certain circumstances characteristic of degenerative disorders.
Under appropriate experimental conditions, the squid axon may be induced to
assemble tangles of neurofilaments according to their phosphorylation status,
This type of aggregates affecting cytoskeletal proteins have been observed
clearly in Alzheimer disease, but also in amyothrophic lateral sclerosis and
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Parkinson disease. The necessity to understand better the cellular formation
and destruction of these tangles will be important to consider a clinical
planning in the future (53).

Another aspect of degenerative diseases that could be studied with good
perspectives in the squid axoplasm is the regulation of the fast axonal transport
that has been shown to he defective in polyQ disorders such as spinal and
bulbar muscular atrophy (SBMA) and Huntington disease (HD) (54-56).

The squid has also been useful to understand regulatory pathways for
kinesin-driven motility in axons which are essential for fast anterograde transport
for a variety of membrane-bound organelles. During this cellular event, many
different proteins are packaged and delivered to specific subdomains along the
axons. This activity needs the coordinated enzymatic activities of cyclin-
dependent kinase 5 (CDKS), protein phosphatasa 1 (PP1) and glycogen synthase
kinase-3 (GSK3). Defects in protein transport may play critical roles in many
neurodegenerative conditions including Alzheimer disease. The role of GSK3 in
regulating kinesin-based motility suggested that axonal transport might be a
vulnerable step in Alzheimer’s pathogenesis. As CDKS and GSK activity can be
regulated via multiple pathways, different pathogenic mechanism might
converge to alter kinesin-based transport of organelles (57).

Aplysia, a gasteropod, has been used to study neurodegeneration caused by
the formation of inclusions of cofilin-actin rod which are part of the Hirano
bodies seen in brains of patients with Alzheimer disease. Aplysia may become
a useful experimental model because it is easily manipulated and its nervous
system is very well known. In addition, the synaptic contact between neurons
are very well suited for experimental manipulation (58).

Apis mellifera, the honey bee, is an established model for studies of social
interaction, sensory processing, learning and memory (59, 60), being all of
them altered in diseases such as Alzheimer, Huntington and Parkinson
diseases. Recently, studies made with this insect regarding aging regulation by
pro-oxidative reactions were reported. Neuronal oxidative damage typically
increases with age and is also a hallmark in several neurodegenerative
diseases. Bees are good experimental model to study oxidative stress because
they exhibit a flexible pattern of longevity and have a siress resistant stage
phenotype (diutinus, winter hee) that enables them to survive for 8-10 months.

Rotifers are also very good experimental model for aging studies, and
although any study directly related with their nervous system has been
reported, some experiments with neuroprotective agents have been made.
Rotifers can be used in large-scale analysis because their manipulation is not
expensive and their reproduction time is short. Since rotifers are aquatic
organisms, single-housed organisms can be exposed to exactly the same toxin
and drug regime in a controlled environment, a great advantage over animals
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in which the substance must be administrated in the food or administrated by
other means (i.e., by injection) (61).

Glial cell constitute the major component of the central nervous system in
many invertebrates, and Planobarius corneus, Myvtilus edulis (both molluscs)
and Leucophaea maderae (insect) are not the exception. These invertebrates
posses glial cells closely related to immunoactive hemocytes, which
correspond to the vertebrate microglia (62-64). Some studies in P. coreus have
been made regarding signalling molecules exchanged between neuwrons and
microglia following neuronal damage (65).

Neurons from the lepidopter Lymantria dispar (a lipidopter) has served as
an experimental system for Parkinson disease since the insect makes use of
dopamine and related catecholamines in a variety of processes including
cuticular sclerotization and immunological reactions. Because its potential use
as an experimental tool, several research groups are interested in understanding
how the insect cells metabolize exogenous salsolinol, an intraneuronal
dopamine-derived tetrahydroisoguinoline that induces apoptosis in human
dopaminergic neuroblastoma cells (66).

Concluding remarks

Newrodegenerative diseases are already a public health problem of large
proportions, and their incidence will continue growing in the next years. At
present, understanding of the molecular mechanisms associated to these
illnesses is a top priority in the biomedical research. The use of invertebrate
organisms as experimental models are among the more promising strategies to
reach that goal.
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MUERTE APOPTOTICA EN Drosophila melanogaster
Y EN VERTEBRADOS SUPERIORES*

Olivia Vazquez Martinez, Veronica Morales Tlalpan y Mauricio Diaz Muiioz

RESUMEN

La apoptosis o muerte celular genéticamente progra-
mada es un mecanismo crucial durante el desarrollo de
los organismos, por el cual se eliminan células dafiadas,
infectadas o sin ningan destino en el organismo adulto.
La falta de coordinacion en el proceso apoptdtico se
asocia a la aparicion de padecimientos como el cancer,
insuficiencia cardiaca, enfermedades autoinmunes e inferti-
lidad. La apoptosis es un fenomeno evolutivamente con-
servado a lo largo de la escala filogenética. Estudios
experimentales con organismos genéticamente menos
complejos que el mamifero, como la Drosophila, han
ayudado a dilucidar una gran parte de la via apoptotica.
En el presente trabajo se ofrece una panoramica de la
importancia bioloégica de este proceso con base en la
experimentacion realizada en otros organismos experi-
mentalmente mds accesibles.

PALABRAS CLAVE: Muerte celular genéticamente pro-
gramada, Drosophila melanogaster, mamiferos.

ABSTRACT

Programmed cell death or apoptosis is a crucial
mechanism to eliminate damaged or infected cells, as
well as cells that disappear during the embryonic
development. Failure in the coordination of this process
results in pathological consequences such as cancer,
cardiac insufficiency, autoimmune diseases and
infertility. Apoptosis is a phenomenon conserved along
the evolutionary progression, The experimental studies
in genetically less complex organism than mammals,
have given insights into the molecules and events related
to apoptotic pathways, We offer an overview about
the biological importance of apoptosis. and point out
that the most relevant information about this process
is based in basic research done in more accessible
organisms.

KEY WORDS: Genetically programmed cell death,
Droasophila melanogasier, mammals.

GENERALIDADES DEL PROCE-
SO APOPTOTICO

La apoptosis es un fenomeno alta-
mente complejo que se considera
como una forma de muerte celular
programada v que ocurre durante ¢l
desarrollo embrionario, en ejemplos
de procesos homeostaticos en el or-
ganismo maduro, asi como en cier-
tas patologias.

Apoptosis es un término deriva-
do del griego v esta conformado por
2 vocablos: apo - proveniente de v
ptosis - que cae, por lo que de ma-

nera genérica hace referencia al
evento de caida de hojas v pétalos
que presentan plantas vy flores. Es
un serie de eventos que engloba
mecanismos de regulacion muy efi-
cientes vy genéticamente conserva-
dos a lo largo de la escala filo-
genética. Es crucial durante el de-
sarrollo embrionario eliminando
células dafiadas, infectadas o desti-
nadas a desaparecer durante la
morfogénesis, asi como para man-
tener la homeostasis celular en los
tejidos adultos (1). La apoptosis se

*Recibido: 15 de agosto de 2006 Aceptado: 13 de marzo de 2007
Departamento de Neurobiologia Celular y Molecular, Instituto de Neurobiologia, Campus UNAM-Juriquilla, Querétaro, México,
C. P 76230, Tel v fax: (442) 238-1035 Cormreo E: vazquezi@inb unam.mx
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considera como un mecanismo de
control homeostatico/reostatico que
aungue implica la destruccion de la
integridad celular, es necesario para
el funcionamiento v conformacion
correctos de tejidos y drganos. Los
cambios homeostaticos se dan alre-
dedor de un punto de equilibrio v
amortiguan las variaciones, mientras
que los cambios reostaticos implican
cambios en el punto de equilibrio y
favorecen nuevas formas de control.

Los tejidos durante el desarrollo
ontogénico estan constantemente
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proliferando v en recambio, por lo
que ¢l tamafio v la forma del érgano
es el resultado de un equilibrio entre
la proliferacién y la muerte celular
(2). Algunas caracteristicas comu-
nes a la progresion del ciclo celular
v al proceso apoptético son la pér-
dida de adhesion, la disminucion del
tamafio celular y la reorganizacion
nuclear.

La muerte celular por apoptosis
gs un mecanismo conservado
evolutivamente v se ha reconocido
principalmente en una gran gama de
organismos, desde levaduras hasta
mamiferos. Incluso entidades como
los virus, tienen mecanismos para
adaptarse y contender con este fe-
nomene durante su ciclo de infec-
cion en una célula hospedera. Por
ejemplo, ante un ataque viral la cé-
lula afectada desencadena procesos
de defensa, que incluye la activacion
de la apoptosis, para limitar la
replicacion y la expansion viral, Sin
embargo, los virus cuentan con re-
cursos fascinantes v estrategias
efectivas para evadir la respuesta
inmune y la iniciacion del proceso
apoptotico (3).

En humanos, alteraciones en la
regulacion de la apoptosis se asocia
a enfermedades como: cancer, pa-
decimientos del corazon, inmuno-
deficiencias, desordenes que cursan
con neurodegeneracion, deficiencias
hematopovéticas e infertilidad (4. 5).

ADAPTACIONES CELULARES
A LA APOPTOSIS

Después de recibir la sefial de inicio
de muerte o al perder el estimulo de
supervivencia, se activa una magui-
naria molecular que desencadena la
muerte apoptotica. Durante el proce-
so se presentan cambios bioquimicos
v morfologicos en casi todos los
organelos subcelulares. Las células
apoptoticas tienen una morfologia
caracteristica: aparicion de protube-
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rancias en la membrana, reduccion
del tamafio celular, condensacion
nuclear y fragmentacion del DNA.

Por ejemplo, en la membrana
plasmitica se expresan epilopes es-
pecificos que se asocian al recono-
cimiento y la posterior remocion del
remanente celular por fagocitos.
Uno de estos epitopes es el lipido de
membrana fosfatidilserina, que al ser
translocado de la monocapa interna
a la externa de la membrana
plasmatica, ha sido empleado como
indicador de que la célula se encuen-
tra en apoptosis activa (6). Existen
receptores de muerte localizados en
la superficie celular, que se carac-
terizan por tener un dominio extra-
celular rico en cisteinas v que al unir
a su ligando especifico promueven
la muerte celular programada. Es-
tos receptores pertenecen a la fa-
milia de proteinas de los Factores de
Necrosis Tumoral {TNF).

Un evento clave de la apoptosis
ocurre en el citoplasma, v es la acti-
vacion de proteasas especializadas
llamadas caspasas, las cuales son ini-
ciadoras y efectoras responsables de
desencadenar muchos de los meca-
nismos bioquimicos y metabdlicos
que caracterizan el proceso (7). Las
caspasas (en inglés "caspases; cysteinyl
aspartate-specific proteases”) son
cistein-proteasas que reconocen y
cortan a sus sustratos en sitios con-
tiguos a residuos de dcido aspartico.
Normalmente se expresan como
Zimodgenos inactivos (pro-caspasas),
¥ se componen de un pro-dominio de
longitud variable, seguido por una
region larga y una corta donde se
encuentran los sitios de reconoci-
miento al sustrato y €l sitio catalitico.
Usualmente las caspasas se han di-
vidido en dos tipos: las caspasas ini-
ciadoras (tipo 1) v las caspasas
ejecutoras (tipo I1), segin el papel
secuencial que desempefian en el
proceso apoptotico (8, 9).
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De manera notable, la mitocondra
destaca como un factor determinan-
te durante la apoptosis. Una forma
clasica de apoptosis conlleva la li-
beracion desde la mitocondria del
citocromo C v otros factores inductores
v que eventualmente activan las
enzimas caspasas, Otras proteinas
mitocondriales que pertenecen a la
familia Bcl2 (del inglés "B-cell
limphoma 2"), actian como sensores
importantes de sefiales extra e
intracelulares v regulan positiva v ne-
gativamente el proceso apoptotico.
Otros factores mitocondriales que in-
fluyen en la apoptosis incluyen aspec-
tos de mal funcionamiento del
organelo, como alteraciones en la
fosforilacion oxidativa, el potencial
de membrana y la capacidad de
amortiguar los niveles del Ca®’
citoplismico. Las alteraciones
mitocondriales relacionadas a la
apoptosis, usualmente se asocian
con alteraciones en la permeabilidad
de la membrana interna mitocondrial
("

La activacion de las caspasas
requiere de la interaccion con el
citocromo C liberado de lamitocondria,
y se lleva a cabo en un complejo
macromolecular conocido como
apoptosoma, En un principio fue
descrito en el nematodo C. elegans,
pero ha sido reconocido en todos los
metazoarios hasta ahora estudiados.
El apoptosoma presenta una es-
tructura tetramérica constituida
por proteinas conocidas como CED-
4 (del inglés "eell death abnormality™)
en C. elegans, Apaf-1 (del inglés
apoptosis activating factor-1) en ma-
miferos y ARK (del inglés apoptosis
related killer) en Drosophila
melanogaster.

También se presentan cambios
distintivos en el nicleo celular du-
rante la apoptosis. Al microscopio
electronico, en la fase temprana hay
condensacion de la cromatina, para
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formar masas uniformemente den-
sas; el nucléolo presenta disposicion
periférica de la cromatina con for-
macion de granulos osmiofilicos ha-
cia el centro del nacleo. Eventual-
mente la cromatina se compacta en
grado extremo y el nucléolo termina
por desintegrarse,

Ademas de los elementos ya men-
cionados, existen otros reguladores
del proceso apoptotico entre los que
se encuentran; aumentos de Ca®
citosolico, acumulacion de cAMP,
activacion de la proteina cinasa C,
activacion de cinasas de residuos de
tirosina, la produccion de ceramidas,
la intervencion del reticulo
endoplasmico a través de la activi-
dad de chaperonas conocidas como
reticulinas v otros mas (7).

Las células apoptoticas son inge-
ridas v digeridas por células vecinas
o macréfagos, sin desencadenar nin-
guna respuesta inflamatoria. Es esta
desaparicion v procesamiento silen-
ciosos de los cuerpos apoptoticos
generados lo que hace que la
apoptosis sea considerada por mu-
chos autores como un tipo de muer-
te celular fisioldgica.

MODELOS EXPERIMENTALES
Muchos grupos de investigacion se
han esforzado para llegar a enten-
der el proceso apoptotico y han re-
currido a modelos experimentales
menos complejos que el mamifero
para poder dilucidar los pasos de este
complejo fenomeno.

Ya que se trata de un proceso
evolutivamente conservado, organis-
mos como el nematodo Caenorhabditis
elegans v la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster han sido
utiles para estudiar este fendmeno.
Gracias a estos organismos ha sido
posible identificar numerosos facto-
res genéticos, adaptadores, regula-
dores, receptores v enzimas impli-
cados en la iniciacion, ejecucion y

regulacion del proceso apoptdtico,
Por el gran namero v la relevancia
de las aportaciones realizadas al
campo de la apoptosis, en esta sec-
cion se mencionaran exclusivamen-
te los hallazgos principales emplean-
do a D). melanogasier como siste-
ma experimental (2).

APOPTOSIS EN Drosophila
melanogaster

La mosca de la fruta Drosophila
melanogaster, como modelo expe-
rimental, provee un sistema de com-
plejidad intermedia entre el nematodo
(" elegans y el mamifero para estudiar
con un enfoque multidisciplinario los
mecanismos de la muerte celular, ya
que presenta componentes y vias
similares al mamifero pero con me-
nos redundancia.

La muerte celular es importante
durante el desarrollo embrionario y
la metamorfosis en la Drosophila,
Estudios moleculares, han permitido
identificar algunos genes involucrados en
la muerte celular apoptotica, como
reaper, head involution defective
(hid) y grim.

El gen reaper se expresa en cé-
lulas que estan destinadas a morir y
su patron de expresion corresponde
a las células que con su desapari-
cion depuran el desarrollo embrio-
nario. Este gen codifica para una
proteina que se asemeja a las regio-
nes intracelulares de los receptores a
FAS y del factor de necrosis tumoral
v que es esencial para la actividad
promotora de muerte. Los genes hid
v grim modulan la actividad del gen
reaper durante la muerte apoptdtica
en la Drosophila (Dr. Michael
Wride and Dr. Leon Browder).

En el genoma de 10 melanogaster,
también se han reconocido siete
genes que codifican para enzimas
con actividad de caspasa; dep-J,
dredd, drice, drome, decay, strica
y damm. En estudios realizados en
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las regiones pro-dominio de estas
enzimas, se ha logrado identificar a
las caspasas iniciadoras Dronc,
Dredd v Strica, v a las efecloras,
drlCE, Dep-1, Decay v Damm (8, 10).

En este diptero, las proteinas
Dronc (Dresophila "Nedd-2 like
caspase”) v Dredd ("Nedd2? like
protein”) son caspasas activadoras.
Dronc contiene motivos CARD
("Caspase activation and recruitment
domain") en la region pro-dominio, y
sus contrapartes en mamiferos son
las caspasas 2 v 9. Mutantes de
Dredd muestran defectos en la
apoptosis, Por otra parte Dredd es
estructuralmente similar a la caspasa
8 de mamiferos. Algunas evidencias
experimentales indican que Dredd
estd también relacionada con la res-
puesta inmune innata. Strica es otra
caspasa iniciadora, contiene un pro-
dominio rico en residuos de serinay
treomina v se ha sefialado que no
posee una contraparte en mamife-
T0s, ya que no muestra similitud con
el pro-dominio de las caspasas de
eucariontes superiores (8, 10).

Las caspasas drlCE, Dep-1
(" Death caspase"), Decay v Damm
(Drosophila "activity monitor") no
contienen pro-dominios iniciadores,
v por esta razon se les ha reconoci-
do como caspasas efectoras. Se ha
demostrado que la funcion de estas
proteinas es esencial en determina-
dos tipos de apoptosis. La caspasa
Dep-1 induce apoptosis cuando los
nutrientes disminuyen durante los
estadios tempranos del desarrollo,
mientras que la ausencia de Drlce
inhibe la apoptosis (8, 10},

La contraparte de APAF1 en la
Drosophila se denomina Dark
(Drosophila " Apat-1 related killer").
Dark contiene en su regién amino
terminal un dominio CARD y va-
rios dominios WD-40 (del inglés
"winged domain"). La activacion de
Dark también involucra la liberacion
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proteinas codificadas por estos
genes actian en conjunto al formar
un complejo e inactivar a DIAPL.
Adicionalmente a estas proteinas,
para que el proceso se lleve a cabo
se necesita de factores troficos emi-
tidos por los axones contiguos a las
células gliales que sufrirdn la
apoptosis (10).

La muerte celular apoptdtica en
la mosca adulta, también esta impli-
cada en conferir la arquitectura mas
adecuada a estructuras bien diferen-
ciadas v que requieren de un patron
morfolégico preciso para ser
exitosas en su funcién. Muchas es-
tructuras en la mosca adulta derivan
de los llamados discos imaginales.
Estos son células embrionarias que
estan destinadas a proliferar v cre-
cer en la vida larvaria sin diferen-
ciarse, pero que dan origen a estruc-
turas adultas desde la pupa.

Durante la formacion del ala apa-
recen células apoptoticas en racimos
de 3 a4 células en el disco imaginal
correspondiente. Estos racimos de
células también se encuentran en los
halteros (estructuras balanceadoras
situadas a los lados del torax) v en
los discos que dan origen a las pa-
tas. Las células apototicas se man-
tienen en el epitelio de 2-4 horas,
antes de ser digeridas por células de
la hemolinfa (14).

Otro ejemplo interesante de
muerte apoptdtica es la formacion
de la estructura del ojo, la cual de-
pende de un numero ya definido de
células con un arreglo espacial pre-
ciso.

El ojo de la mosca de la fruta,
estd compuesto de ~750 unidades
oculares llamadas omatidias, arregla-
das en un patron hexagonal exacto.
Antes de la metamorfosis de la lar-
va hacia el adulto, las células del ojo
de la mosca tienen va destinos es-
pecificados, Aproximadamente, una
tercera parte de estas células, son

removidas por apoptosis en un pro-
ceso que constituye el paso lnal que
dara arreglo preciso al ojo, Este pro-
ceso involucra una sefializacion cé-
lula-célula, y una vez activado es si-
milar a lo que ocurre en tejidos de
mamiferos.

Durante la vida larvaria, el disco
imaginal del ojo cambia de ser una
capa epitelial no diferenciada a un
neuroepitelio altamente organizado.
Las primeras células que se trans-
forman corresponden al grupo de
fotorreceptores. Durante la etapa
larvaria tardia v la etapa temprana
de pupa, los fotorreceptores se re-
traen por debajo de la superficie
apical del ojo vy reclutan al siguiente
tipo celular, que son las 4 células
cono, Cada célula cono recluta 2
células pigmentarias primarias. Las
células restantes formaran la super-
ficie inter-omatidia de las células
pigmentarias secundarias, terciarias
v las quetas mecanosensoras. Este
sistema celular en conjunto delimita
la vecindad de las omatidias v per-
mite el patrén hexagonal exacto del
ojo. Las células pigmentarias secun-
darias v terciarias que estdn en ex-
ceso, sufren apoptosis en un proce-
so altamente regulado. Si esle ex-
ceso de células no es eliminado, por
alguna mutacion o tratamiento ex-
perimental, el ojo se desarrolla ru-
goso v mal alineado, lo que afecta
su buen funcionamiento.

Laespecificacion de los tipos ce-
lulares (fotorreceptores, conos, cé-
lulas pigmentarias primarias) se com-
pleta a las 20 h después de la for-
macion de la pupa. A las 22 h estas
células se reorgamzan, y a las 24 h
empieza la muerte celular por
apoptosis (15).

El gen pineapple ("pie") del ojo
de la mosca codifica para una pro-
teina nuclear que interviene en el
procesamiento del RNA mensajero
v que es requerida para la supervi-
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vencia celular, A diferencia de otros
genes, la mutacion del gen pie no es
completamente inviable, pero predis-
pone a las células en el disco
imaginal a presentar una tasa alta de
apoptosis, Por lo tanto la omatidia,
que es la unidad ocular en la mosca,
inicia su desarrollo de forma normal,
pero llega a ser muy defectuosa en
su conformacion final. Los tipos ce-
lulares que se forman mas tardia-
mente en el desarrollo del ojo, como
los conos, las células pigmentarias y
algunos fotorreceptores, usualmen-
te eslan ausentes en estos mutantes.
Los individuos adultos con la muta-
cion en el gen pie tienen ojos rugo-
s0s e irregulares, pero aun no se
saben con certeza los mecanismos
maoleculares o bioguimicos respon-
sables de estas alteraciones. Si la
muerte celular ocurre en tiempos
tardios a los establecidos, queda sélo
un pequefio remanente de células
precursoras v la pérdida de células
en esta etapa no puede ser reem-
plazada por divisiones celulares
compensatorias.

APOPTOSIS EN CELULAS HU-
MANAS

El fendmeno de muerte celular
apoptdtica ha sido estudiado a pro-
fundidad en células humanas. En
esencia, la apoptosis en células de
mamifero es similar a la descrita con
antertoridad en el modelo de
Drosophila, Sin embargo, se han
reconocido que los 2 sistemas se di-
ferencian en algunos detalles. A con-
tinuacion se mencionan las principa-
les diferencias.

Se ha reportado que las caspasas
iniciadoras que contienen pro-domi-
nios reguladores, se encargan de
recibir las sefiales pro-apoptdticas
que llegan desde los receptores
extracelulares como Fas, que es un
receptor con actividad de cinasa de
residuos de tirosina o de los compo-
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nentes mitocondriales como el
citocromo C. En el pro-dominio de
algunas caspasas se localiza el mo-
tivo CARD, mientras que en otras
se encuentra el motivo DED
("Death effector domain"). Estos
motivos son indispensables para el
reclutamiento de los componentes
que conforman el complejo activador
de las caspasas conocido como
apoptosoma (Fig. 1) (8-10),

En mamiferos se han identifica-
do a la fecha 14 caspasas que parti-
cipan en la muerte apoptotica, aun-
que también se ha reportado que al-
gunas de estas enzimas son también
necesarias en la respuesta celular
asociada a la inflamacion (8).

Apoptosoma y APAF-1

Ya se ha mencionado en este escri-
o que un componente esencial para
la transduccion de sefiales de muer-
te es el citocromo C, que es nece-
sario para la activacion de una pro-
teina adaptadora denominada APAF.
Ambos factores son requeridos para
la formacion del apoptosoma (16).
En esta seccion se ampliard la in-
formacion sobre la estructura y fun-
cion de este complejo.

La asociacion del citocromo C
con APAF1 depende de la presen-
cia de ATP/ATP v de los dominios
WD-40, estos ultimos son regiones
ricas en residuos de triptofano y de
aspartico separadas por 40 aminodcidos
en el extremo carbonilo terminal que
regulan negativamente la funcion de
APAF1 a través de interacciones
intramoleculares con el amino-termi-
nal. Esta union induce un cambio
conformacional en APAF1 v la ex-
posicion del dominio CARD (locali-
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zado en el amino- terminal) v da
como resultado el ensamblaje del
apoptosoma vy la activacion de la
pro-caspasa 9 (8, 9y 16). Esta serie
de eventos se han descrito en un
gran nimero de tejidos y lineas ce-
lulares.

El apoptosoma es una estructura
en forma de rueda que contiene sie-
te monomeros de APAF1. El domi-
nio CARD de APAF 1 interactia con
el dominio CARD de la pro-caspasa
9 para activarla. Los dominios
CARD se localizan en el centro de
la rueda, mientras que los dominios
WD-40 se localizan en la parte ex-
terna, lo que favorece la interaccion
con el citocromo C. El APAF1 en
su estado inactivo mantiene unidos
sus dominios CARD y WD-440, pero
después de que interactia con el
citocromo C. el dominio CARD es
desplazado del dominio WD-40, Esta
union y desplazamiento es regulado
por el dominio central que a su vez es
modulado por la union de ATP/AATP.
De esta manera APAF sufre un
cambio conformacional que permite
una estructura mas desplegada (16).

INHIEIDORES DE LA APOPTOSIS
Tanto en mamiferos como en la [
mm’anoga.&'rer las caspdasas son
inactivadas por la unién de protei-
nas inhibidoras de la apoptosis
(IAPS). Las IAPS son proteinas al-
tamente conservadas que se han
encontrado en casi todos los
eucariontes desde la levadura hasta
el ser humano. Las [APS tienen
motivos estructurales denominados
BIR, que estan formados por aproxi-
madamente 80 aminoacidos y como
sello caracteristico presentan sitios
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de union a Zn*’, que son esenciales
para su funcion anti-apoptética,
Ademas del motivo BIR, algunas
IAPS presentan dominios llamados
RING ("Really Interesting New
Gene"), que presentan actividad de
ubiquitin-ligasa (10). Las [APS
inhiben a las caspasas al unirse al
sitio BIR, y promover asi su degra-
dacion (8).

En mamiferos, las proteinas
mitocondriales con actividad de
serin-proteasas SMAC/Diablo v
OMI/HTRAZ, son los factores que
presentan dominios de union a IAPS
mejor caracterizados. En estos sis-
temas las proteinas que unen las
IAPS no parecen lener un gran ac-
tividad apoptotica auténoma, Nor-
malmente son secuestradas por la
mitocondria y son liberadas solo en
celulas cuva integridad mitocondrial
se ve afectada. Mucho se ha espe-
culado de su funcion, pero se cree
que estas proteinas promueven el
aumento en la actividad del citocromo
C vy en consecuencia la actividad de
caspasas efectoras (8, 10).

CONCLUSION

Es claro que la muerte celular pro-
gramada o apoptosis es un mecanis-
mo fascinante y de grandes alcan-
ces dentro del estudio de la biologia
del desarrollo y de otras disciplinas.
A pesar de que existen varios estu-
dios al respecto. quedan todavia
muchas preguntas por resolver para
entender los alcances de la
apoptosis. Los modelos experimen-
tales como la mosca de la fruta,
Drosophila melanogaster, resultan
ser medios muy convenientes y
exitosos para estos propositos.
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