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RESUMEN

La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno neurodegenerativo autosémico dominante que
resulta de la expansion andémala de repeticiones CAG en el gen que codifica la proteina
huntingtina (HTT). Esto conduce a la aparicion progresiva de sintomas neurol6gicos como
alteraciones motoras, deterioro cognitivo y cambios en el comportamiento. Entre los mecanismos
moleculares propuestos para explicar la patogenia de la EH destaca la hipétesis de que la HTT
mutante interfiere con la sefalizacion intracelular de Ca*%. El Ca*" actia como el principal
segundo mensajero intracelular y variaciones en su concentracion regulan numerosos procesos
fisiologicos esenciales para la funcion y supervivencia celular. La alteracion de la homeostasis
del Ca?" se ha relacionado no solo con la EH, sino también con la fisiopatologia de otras

enfermedades neurodegenerativas.

El objetivo de este estudio es investigar si la expresion de la proteina HTT humana con 128
repeticiones (causante de la EH) especificamente en tejido nervioso altera los niveles de Ca®* en
el RE vy si esto se relaciona con la pérdida de funcion neuromuscular in vivo en un modelo de
Drosophila melanogaster. Para ello, se generaron moscas transgénicas que expresan el sensor de
Ca®* de baja afinidad GAP3 dirigido al RE (erGAP3) y la proteina HTT humana con 128
repeticiones. Los ensayos realizados revelaron que la expresion de HTT128 en el tejido nervioso
de las moscas no alter6 significativamente ni su supervivencia ni su funcién motora. Los niveles

de Ca™ tampoco variaron significativamente con respecto a los controles.

Palabras clave
Enfermedad de Huntington, Drosophila Melanogaster, sefializacion de Ca*, reticulo

endoplasmatico

ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is an autosomal dominant neurodegenerative disorder that results from
the abnormal expansion of CAG repeats in the gene encoding the huntingtin protein (HTT). This
leads to the progressive appearance of neurological symptoms such as motor disturbances,
cognitive decline, and behavioral changes. Among the molecular mechanisms proposed to explain
the pathogenesis of HD, one hypothesis stands out: that mutant HTT interferes with intracellular
Ca?" signaling. Ca*" acts as the main intracellular second messenger, and variations in its

concentration regulate numerous physiological processes essential for cellular function and
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survival. Disruption of Ca?" homeostasis has been linked not only to HD but also to the

pathophysiology of other neurodegenerative diseases.

The aim of this study is to investigate whether the expression of human HTT protein with 128
repeats (responsible for HD) specifically in nervous tissue alters [Ca%']er and whether this is
related to neuromuscular dysfunction in vivo in a Drosophila Melanogaster model. For this
purpose, transgenic flies were generated that express the low-affinity Ca?* sensor GAP3 targeted
to the ER (erGAP3), along with the human HTT protein containing 128 repeats. The assays
performed revealed that the expression of HTT128 nervous system of the flies did not
significantly alter their survival or motor function. Ca?* levels also did not differ significantly

compared to controls.

Keywords

Huntington's Disease, Drosophila Melanogaster, Ca?* signaling, endoplasmic reticulum.
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ABREVIATURAS
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RyR
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SMOCCs

SOCCs

UAS
VOCCs

Concentracion del Ca** citosdlico

Concentracion del Ca®* intracelular

Concentracion de Ca®* en el Reticulo Endoplasmatico

Liberacion de Ca®* inducida por Ca*" (Calcium-Induced Calcium Relese)
Enfermedad de Huntington

Sistema visual anormal letal embrionario (Embryonic Lethal Abnormal
Visual System)

Gen 4 inducido por galactosa

Proteina GFP-Aequorina (GFP-Aequorin Protein)

Proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)

Indicadores de Ca2+ codificados genéticamente(Genetically Encoded Ca**
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Receptor de inositol 1,4,5-trisfosfato (Inositol 1,4,5-trisphosphate
Receptor)

Uniportador de Ca*" Mitocondrial (Mithocodrial Calcium Uniporter)
Receptor N-Metil-D-Aspartato

Bomba de Ca®* de la membrana plasmatica (Plasma Membrane

Ca®* ATPase)

Reticulo Endoplasmatico

Canales de Ca®* operados por receptor (Receptor Operated Calcium
Channels)

Receptor de Ryanodina

Reticulo Sarcoplasmico

Ca®"ATPasa del reticulo (sarco)endoplasmico (Sarco/Endoplasmic
Reticulum Ca?* - ATPase)

Canales de Ca** operados por segundos mensajeros (second
messenger-operated Ca?* channels)

Canales de Ca®* operados por vaciamiento de deposito intracelular de
Ca** (Store-Operated Calcium Channels)

Secuencia de Regulacion Upstream (Upstream Activation Sequence)
Canales de Ca** Operados por Voltaje (\Voltage Operated Calcium

Channels)
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1.INTRODUCCION

1.1. Epidemiologia

La EH se trata de una patologia neurodegenerativa con herencia autosémica dominante causada
por una expansion anormal de repeticiones del triplete CAG en el gen que codifica para la proteina
huntingtina, que resulta en el alargamiento del segmento de poliglutamina en el extremo N-
terminal de dicha proteina. Comienza de manera habitual en la edad adulta y sus manifestaciones
clinicas se caracterizan por sintomas motores, psiquiatricos y cognitivos que empeoran de manera

continua e irreversible a lo largo de 15 a 20 afios, terminando finalmente en la muerte (1).

En relacion con la epidemiologia, la EH presenta una prevalencia de 10,6-13,7 individuos por
cada 100.000 habitantes en poblaciones occidentales. En paises orientales como Japén, Taiwan y
Hong Kong la incidencia es considerablemente menor, siendo esta de 1 a 7 individuos por cada
100.000 habitantes. También se observan diferencias significativas de prevalencia entre etnias,

siendo mas baja en la poblacion negra (2).

1.2. Fisiopatologia

La causa de la EH es una Unica mutacion en el gen de la huntingtina (htt), el cual esta ubicado en
el cromosoma 4p16.3 y codifica para la proteina del mismo nombre. La HTT se expresa de forma
ubicua y ejerce funciones relacionadas con el trafico vesicular, transcripcién genética y
proteostasis. La alteracion consiste en el nimero anormalmente alto de repeticiones del
trinucledtido CAG en la region codificante de la poliglutamina en el exdn 1 de la HTT. Esta region
es polimorfica en longitud, con un rango normal de menos de 26 repeticiones, mientras que la
herencia de 40 o mas unidades CAG conlleva una penetrancia casi completa para la aparicién de
EH. La expansion de tripletes se comporta de manera dominante, de forma que la edad de
aparicion y la progresion de la enfermedad no difiere significativamente entre homocigotos y
heterocigotos (3). La longitud del segmento CAG explica aproximadamente el 60% de la
variabilidad en la edad de aparicion de los sintomas, siendo el resto atribuible a otros

modificadores genéticos y factores ambientales (4).

La mutacidn favorece la agregacion y le confiere a la proteina una ganancia de funcion téxica que
resulta en muerte neuronal especialmente de neuronas del estriado cerebral (3,4). No existe
todavia una explicacion clara del mecanismo patogénico, aunque hay diversas hipétesis al
respecto que sefialan que la acumulacion prolongada de HTT mutante (HTT128) supera la

capacidad de degradacion celular, generando agregados tdxicos que secuestran proteinas
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implicadas en funciones como la transcripcion, la apoptosis, la funcion mitocondrial y el

transporte axonal, causando la disfuncion de estos procesos (Figura 1) (4).
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Figura 1. Manifestaciones clinicas y mecanismo patogénico de la EH. Figura adaptada de (5)
Las manifestaciones clinicas de la enfermedad incluyen sintomas motores, psiquiatricos y
cognitivos. La alteracion motora mas caracteristica es la corea, acompafiada de disfagia, disartria,
hipocinesia y rigidez. A nivel psiquiatrico, son comunes la depresion, apatia, irritabilidad y
psicosis. El deterioro cognitivo estd presente desde fases tempranas y afecta a funciones
gjecutivas, memoria y organizacion mental. En las formas juveniles predominan los sintomas
hipocinéticos, los problemas de conducta y las crisis epilépticas, con ausencia inicial de corea (6).
Actualmente no existe cura que ralentice o detenga la EH. El enfoque terapéutico esta dirigido
principalmente al manejo de los sintomas mediante el uso de farmacos y terapias no
farmacoldgicas como las terapias fisicas o del habla, adaptandose siempre a cada paciente dada

la heterogeneidad de los sintomas que pueden presentar (7).

1.3.Modelos para el estudio de la enfermedad de Huntington

Hay diversos modelos experimentales para el estudio de la enfermedad de Huntington. La
mayoria de los modelos animales de EH se dividen en genéticos y no genéticos. Los modelos no
genéticos inducen muerte celular mediante mecanismos excitotéxicos o disrupcion de la actividad
mitocondrial. El &cido quinolinico y el &cido kainico son los principales modelos excitotdxicos
empleados y el &cido 3-Nitropropidnico es la principal toxina mitocondrial (Figura 2). Una de

las principales limitaciones de estos modelos es que no reproducen la causa genética de la EH; no



Universidad de Valladolid — Grado en Biomedicina y Terapias Avanzadas - TFG

reflejan la produccion, el plegamiento ni la agregacion progresiva de la proteina huntingtina
mutada (8).

Los modelos genéticos son los mas precisos para el estudio preclinico porque reproducen
fielmente la alteracion genética que causa la enfermedad en humanos. Dentro de estos modelos el
animal mas utilizado es el del raton. Segun la manera de inducir la enfermedad, se distinguen
modelos transgénicos y modelos knock-in. Las primeras lineas de ratones transgénicos
desarrolladas fueron R6/1 y R6/2 que expresan el exdn 1 del gen HTT con entre 115 y 157
repeticiones del triplete CAG, respectivamente. EI modelo R6/2 es el que mas rapido desarrolla
los sintomas de la enfermedad y el que mas alteraciones neuropatoldgicas presenta. Otros modelos
transgénicos empleados son los de cromosoma artificial de levadura(YAC) y el de cromosoma
artificial de bacteria(BAC), que se emplean para expresar en los ratones el gen humano completo
de HTT128 (8,9). Por otro lado, los modelos knock-in son los que representan mas fielmente la
situacion fisiolégica, ya que mantienen los patrones de expresion espacial y temporal de la
huntingtina normal, pero con la mutacién. Los modelos mas conocidos son CAG140, HdhQ92,
HdhQ111 y zQ175(10). Ademas del modelo murino, también se utilizan otros organismos que
ofrecen ventajas especificas para estudiar diferentes patologias de esta enfermedad, uno de ellos
es la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) que se trata de un modelo de bajo costo que

ofrece facilidad y rapidez de manipulacion genética (11).

Toxin induced model Transgenic model Knock in mouse model“
4 " N-terminal fragment . \ Well, Characterize congenic
| length mouse model lines of C57BL/6 and CBA

0 Reé/1 0 CAG 140
Q R6/2 Q 2Q175
3 N171-82Q O HDhO 20
0 N586-82Q 0 HDhQ 50
N- terminal fragment U HDhQ 80
length Rat model & HDOQ 92
0 Tgl00 0 HDhQ111
4 TgHD Inconsistent CAG repeat
9 BACHD Transmission
Fulllength mouse model 2 HDRQ 50
e 0 HDhQ 100
3 YAC 18 4 HDhQ 150
. 1 HDhQ 200
O YAC 128,BAC 21 2 HDhQ 250
3 ;’;:CCZHZD 2 HDhQ 315
| Q ‘ 0 HDhQ 365
. Fulllength Rat model
: dJ BACHD

Figura 2. Clasificacion de los modelos de estudio para la EH. Tomada de (9).

1.3.1 Drosophila Melanogaster
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Drosophila Melanogaster se ha consolidado como un modelo clave para el estudio de la EH.
Aproximadamente el 75% de los genes humanos asociados a enfermedades tienen homologos en
la mosca, lo que permite analizar mecanismos patoldgicos relevantes en un sistema sencillo y

altamente manipulable (12).

Algunas de las ventajas del uso de Drosophila como modelo de estudio son el bajo costo de
mantenimiento, su ciclo de vida corto en comparacion con otros modelos tradicionales, asi como
la posibilidad de dirigir la expresion de proteinas humanas mutantes a tejidos especificos mediante
el sistema UAS/GAL4 ((Secuencia de regulacion Upstream (Upstream Activation Secuence) /
Gen 4 inducido por Galactosa)). El uso del promotor neuronal elav (Embryonic Lethal Abnormal
Visual System) posibilita que la expresion de la proteina mutada se restrinja al sistema nervioso,
lo que replica la vulnerabilidad neuronal observada en pacientes y permite analizar de manera
especifica los efectos de la HTT128 en neuronas (13,14). Los modelos de EH en Drosophila han
sido ampliamente utilizados para evaluar la progresion de los sintomas motores y la
supervivencia, asi como para investigar alteraciones celulares como el estrés oxidativo, la
disfuncién mitocondrial y las anomalias en la autofagia, todos ellos procesos implicados en la
fisiopatologia de la EH (15).

1.4 Sefializacién de Ca*" intracelular

1.4.1 Ca®* como segundo mensajero

El calcio (Ca?") es uno de los segundos mensajeros intracelulares mas versatiles y universales. La
sefalizacion de Ca** se basa en cambios rapidos y transitorios en la concentracion de Ca?" libre
en el citosol ([Ca?"]c), que actllan como sefiales para activar diferentes vias de respuesta celular
(16). En condiciones normales, la concentracion de Ca?* libre en el citosol es muy baja (~100
nM), mientras que en compartimentos como el reticulo endoplasmico (RE) o el espacio
extracelular, los niveles son considerablemente mayores (1-2 mM). Esta diferencia de gradiente
permite que, ante la apertura de canales de calcio en la membrana plasmatica o en organulos
internos, se produzcan aumentos rapidos y localizados de Ca?* citosdlico. Dichos incrementos son
detectados por proteinas sensores especializadas, como la calmodulina, que a su vez regulan la

actividad de numerosas enzimas y factores de transcripcion (16,17).

1.4.2 Entrada de Ca** desde el medio extracelular

Existen varios tipos de canales que median la entrada de Ca** desde el exterior. Los canales de

10
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calcio operados por voltaje (Voltage Operated Calcium Channel; VOCCSs) se activan en respuesta
a cambios en el potencial de membrana, permitiendo la entrada masiva de Ca*" durante la
despolarizacion. Por otro lado, los canales de calcio operados por receptores (Receptor-Operated
Calcium Channels; ROCCs) se activan tras la unién de ligandos a receptores de membrana, como
ocurre con los receptores NMDA (N-Metil-D-Aspartato) en neuronas, que permiten la entrada de
Ca?" en respuesta al glutamato (16). Ademas, la entrada de calcio también puede producirse a
través de los canales activados por el vaciamiento de los depositos intracelulares de Ca?" (Store-
Operated Calcium Channels; SOCCs). Estos canales, como Orail, se activan cuando las reservas
de Ca?" en el RE disminuyen, permitiendo la recarga de estos compartimentos y manteniendo la
sefializacion prolongada (18). Finalmente existen otros dos tipos de canales, los operados por
segundos mensajeros (Second Messenger-operated Calcium Channels; SOCCs) que se activan
indirectamente por la accion de segundos mensajeros intracelulares como el inositol trifosfato
(IPs) o el diacilglicerol (DAG) y los canales de potencial transitorio (Classical Transient Receptor
Potential; TRPCs) (16).

1.4.3 Sistema de tamponamiento de la elevacion del Ca?* citosolico

Mantener la [Ca?*]c dentro de los limites fisiologicos es esencial para que las células funcionen
correctamente y permanezcan viables. Como el Ca?* participa como un segundo mensajero en
muchos procesos celulares, cualquier incremento temporal tras una sefial debe ser regulado con

rapidez para prevenir efectos perjudiciales y alteraciones en la actividad celular (19).

Las células cuentan con distintos sistemas para regular y estabilizar los niveles de calcio citosélico
después de una sefial. Uno de los mas importantes incluye ciertas proteinas del citoplasma que se
unen al calcio, como la calmodulina, la parvalbimina y la calbindina. Estas proteinas capturan el
calcio libre y controlan su disponibilidad para diversas vias de sefializacion. De esta manera,
funcionan tanto como sensores como reguladores dindmicos, ayudando a mantener la precision

en el espacio y el tiempo de las sefiales mediadas por Ca?* (20).

Ademas de la accion de las proteinas que amortiguan el calcio, el exceso de Ca*" en el citosol se
elimina rapidamente mediante mecanismos de transporte activo que lo movilizan hacia
compartimentos intracelulares o al exterior de la célula. En este proceso intervienen
principalmente dos sistemas: por un lado, las bombas Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica
(Plasma Membrane Calcium ATPase; PMCA), que utilizan energia del ATP para expulsar calcio
fuera de la célula y son esenciales para restablecer los niveles basales tras aumentos transitorios
asociados a sefiales celulares; por otro, los intercambiadores sodio/calcio (sodium-calcium

exchanger; NCX), que extraen Ca?" a cambio de Na*, desempefiando un papel especialmente

11
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relevante en células excitables como las neuronas al contribuir de manera répida a la reduccion

de la concentracion citosélica de calcio (19,21).

Dentro de la célula, tanto el RE como las mitocondrias cumplen un papel clave como depdsitos
transitorios de calcio. EI RE lo reincorpora mediante la accion de la bomba SERCA
(Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca?*-ATPase), mientras que las mitocondrias captan Ca?* a través
del uniportador mitocondrial (MCU). Ambos mecanismos contribuyen al ajuste preciso de la

sefial de calcio y ayudan a evitar acumulaciones que podrian resultar toxicas para la célula (22).

1.4.4 Sefalizacion de calcio mediada por el RE/RS

El RE y su equivalente especializado en células musculares, el reticulo sarcoplasmico (RS),
funcionan como los principales depésitos intracelulares de Ca2* y tienen un papel clave en la
regulacion de su sefializacion. Ambos organulos almacenan elevadas concentraciones de Ca?',
que liberan al citosol cuando reciben estimulos especificos. Esta liberacion da lugar a picos u

ondas de calcio que actian como sefiales esenciales en numerosos procesos celulares (22).

La liberacion de Ca?" desde el RE/RS al citosol se produce principalmente a través de dos tipos
de canales: los receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IPsR) y los receptores de rianodina (RyR).
Los IPsR se activan tras la union de IPs, un segundo mensajero generado por la estimulacion de
receptores acoplados a proteinas G, mientras que los RyR responden tanto a sefiales eléctricas
como a incrementos locales de Ca?', en un mecanismo conocido como liberacion de calcio
inducida por calcio (Calcium Induce Calcium Release; CICR). En mamiferos, existen tres
subtipos principales de IPsR: IPsR1, IPsR2 e IPsR3, cada uno codificado por un gen distinto y
caracterizado por una distribucion especifica en los tejidos. El subtipo IPsR1 se expresa en alta
cantidad en el sistema nervioso central, especialmente en regiones como el cerebelo y el
hipocampo. Por su parte, el [P;R2 es mas abundante en tejidos no neuronales, como el corazén y
el higado, mientras que el [PsR3 presenta una distribucién mas amplia y se localiza en 6rganos

como el pancreas y el sistema inmunitario (22,23).

Existen tres subtipos de RyR identificados en mamiferos: RyR1 se encuentra mayoritariamente
en el musculo esquelético, RyR2 es el subtipo predominante en el masculo cardiaco y también se
expresa en el cerebro, participando en la regulacién de la actividad neuronal y en altimo lugar
RyR3 presenta una expresion mas dispersa y en menor cantidad, pero contribuye a afinar la

sefializacion de calcio en distintos tipos celulares (22).

12
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La recaptacion de Ca?" al interior del RE/RS es llevada a cabo por la bomba SERCA, que utiliza
energia de ATP para transportar Ca®>* desde el citosol de vuelta al interior del organulo,
restableciendo asi los niveles de reserva y permitiendo la repeticion de los ciclos de sefializacion.
Existen tres isoformas, la isoforma SERCAL se expresa sobre todo en fibras de contraccion rapida
del musculo esquelético; SERCA2 cuenta con dos variantes principales: SERCA2a, que se
localiza principalmente en el musculo cardiaco y en fibras lentas del musculo esquelético, y
SERCAZ2b, que se encuentra en la mayoria de los tejidos no musculares. Por otro lado, SERCA3
se expresa en tejidos como el endotelio y en células del sistema inmunitario. EI modelo de
Drosophila Melanogaster empleado en este estudio presenta una Gnica isoforma génica principal,

codificada por el gen Ca-P60A, funcionalmente equivalente a la SERCA2 de mamiferos.(22,24).

1.4.5 Desregulacion de la [Ca®*] en la EH

La alteracion de la homeostasis del Ca2* intracelular es un fendmeno central en la fisiopatologia
de la EH. El principal desencadenante de este desequilibrio es la proteina HTT patogénica, que
interfiere en multiples niveles del control del Ca?". Por un lado, HTT patogénica interactia de
forma anémala con proteinas que se unen al Ca?*, como la calmodulina, alterando su funcion y
favoreciendo un aumento sostenido de Ca?* citosolico. Esta acumulacion puede activar enzimas
como la calpaina, una proteasa dependiente de calcio que degrada componentes estructurales y

funcionales de la célula (25).

La HTT mutada afecta la liberacion de Ca?>* desde el RE al citosol, especialmente mediante su
interaccion directa con los InsPsR1, lo que incrementa su sensibilidad al estimulo y provoca un
vaciamiento excesivo del RE. Este desequilibrio activa los mecanismos de entrada de calcio desde
el exterior celular (Store-Operated Calcium Entry; SOCE), generando una sobrecarga de Ca?*
intracelular que puede comprometer la funcion mitocondrial y desencadenar muerte celular
(25,26). Se propone que el exceso de calcio liberado hacia el citosol se acumula preferentemente
en las mitocondrias, lo que sumado a un efecto directo de la HTT patogénica sobre la
permeabilidad i6nica de la membrana mitocondrial resultaria en una alteracion de la sefializacion
mitocondrial de Ca?" lo que provocaria en Ultima instancia la activacion de caspasas y calpaina,

la apoptosis y la degeneracion de las neuronas espinosas medias (Figura 3) (27).

Se ha visto también como la HTT patogénica provoca una activacion excesiva de los receptores
NMDA debido al efecto potenciador de esta proteina mutada sobre el transporte e incorporacion
de los receptores NMDA en la membrana plasmatica. Las diferencias en el nivel de expresion 'y
composicion de subunidades de los receptores NMDA en diferentes tipos celulares podria ser lo

que explique la muerte selectiva de las neuronas espinosas medias en la EH. La inhibicion
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farmacologica de los NMDAR ha demostrado tener un efecto neuroprotector en cultivos

primarios de neuronas espinosas medias obtenidas de modelos murinos de EH (25).

@ glutamate

mGIuRS

apoptosis MSN » HD
Htt**? proteolysis degeneration

Figura 3. Desregulacion de la homeostasis del Ca?* en EH. El esquema representa la sefializacion de Ca?*
en las neuronas espinosas medias con expresion de HTT patogénica. En este contexto, la HTT patogénica
altera la homeostasis del Ca?>* mediante tres mecanismos que actian de forma sinérgica. En primer lugar,
potencia la actividad de los receptores NMDA, posiblemente al interferir con su regulacién normal por
parte del complejo PSD95. Segundo, HTT patogénica se une al extremo carboxilo terminal de InsPsR1,
aumentando considerablemente su sensibilidad y provocando una liberacion excesiva de del Ca?" incluso
con pequefias cantidades de glutamato. Por Gltimo, HTT patogénica podria alterar directamente la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, activando enzimas como caspasas Yy calpainas, conduciendo
a la apoptosis de las neuronas espinosas medias. Figura tomada de (27).

La desregulacion transcripcional se ha descrito en practicamente todos los modelos de EH, lo que
sugiere un papel importante en la patogénesis de la enfermedad. EI mecanismo favorito parece
ser la union directa: los fragmentos de HTT patogénica actuarian secuestrando reguladores
negativos y positivos de la transcripcién como la proteina de union a CREB (CBP). CBP regula
al coactivador-1a (PGC1la) que participa en la biogénesis mitocondrial, por lo que una alteracion

en su expresion podria contribuir a la produccion de los defectos mitocondriales (26).

2.HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipétesis:
La expresién en Drosophila de la proteina HTT patogénica causante de la EH exclusivamente en
sistema nervioso podria alterar los niveles de Ca** del RE y esto impactaria en una pérdida de la

funcion neuromuscular.

Objetivos especificos:
- Generacion y caracterizacion de lineas transgénicas que expresen tanto la proteina HTT
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con 128 repeticiones de CAG como un indicador de Ca?* ratiométrico de baja afinidad,
GAP3, dirigido al RE de tejido nervioso.

- Realizar la curva de supervivencia de las nuevas lineas transgénicas creadas.

- Monitorizar la funcion muscular de las diferentes lineas transgénicas.

- Determinar la [Ca*]re in vivo en las diferentes lineas transgénicas generadas a lo largo
de la vida de la mosca.

3.MATERIALES Y METODOS
3.1 Generacién de las lineas transgénicas de Drosophila

3.1.1 Ciclo de vida de Drosophila Melanogaster

D. melanogaster se ha consolidado como un organismo fundamental para el estudio patologias
en gran parte gracias a su rapido ciclo de vida (Figura 4). La temperatura influye en gran medida
en la velocidad de este ciclo. Los huevos de las hembras adultas eclosionan aproximadamente a
las 24 horas, dando lugar a larvas de estadio 1 (L1). A continuacidn, las larvas pasan por tres
estadios larvarios (L1, L2 y L3), los dos primeros duran de media 1 dia cada uno mientras que el
tercero requiere, en general, 2 dias. Al finalizar el tercer estadio, las larvas inician la fase de pupa
que tiene una duracién de entre 4 y 5 dias y en ella ocurre la metamorfosis y se desarrollan los
6rganos y estructuras del adulto. Las moscas adultas emergen de la funda pupal en un proceso

denominado eclosion y alcanzan la madurez sexual en unas 8-12 horas (14,28).

Life cycle
Embryos
Day 1
(Mating) - \
\ i Larvae
| 1% instar
s d /@1 e D2y 2
Day 10 s. Q i : 2" instar

Day 3

Adults

\

Figura 4. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. Figura tomada de (28).

Days 4-5

Days 6-10
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3.1.2 Genética de D. melanogaster

Drosophila se ha convertido en un organismo modelo para el estudio genético de enfermedades
neurodegenerativas gracias a una serie de ventajas que ofrece como la alta conservacion de rutas
genéticas con humanos y la presencia de pocos genes duplicados en su genoma, lo que permite el

analisis genético sin una redundancia funcional considerable (11).

Una de las herramientas fundamentales en la genética de Drosophila es el sistema GAL4/UAS
derivado de la levadura, que permite controlar con precision la expresion de genes en tejidos y
etapas concretas del desarrollo. Consiste en el cruce de una linea que expresa el factor de
transcripcion GAL4 bajo el control de un promotor especifico de tejido y una linea que expresa
el gen de interés bajo el control de las secuencias UAS. En la descendencia, Gal4 se une a UAS

y activa o silencia el gen de interés Unicamente en el tejido deseado (13,28).

Para el reconocimiento de las moscas resultantes de los cruces que tengan las caracteristicas
deseadas, se usan cromosomas balanceadores, que son versiones modificadas de los cromosomas
gue contienen inversiones genéticas que impiden recombinaciones durante la meiosis y que tienen
marcadores visibles (como tubby o cyo) que permiten seleccionar la descendencia que heredd una
u otra version de un cromosoma. Los cromosomas balanceadores tienen también una tercera
caracteristica que es la presencia de mutaciones letales recesivas para evitar la seleccién de la

mutacion de interés en poblaciones consanguineas (28).

3.1.3 Sistema UAS-Gal4

Para obtener las moscas transgénicas, se microinyectd el vector pUASTattB-erGAP3 en
embriones de D. melanogaster de la cepa "yl M{vas-int.Dm}ZH-2A w; M{3xP3-RFP.attP}
ZHB86Fb"* (BL24749; BestGene® Inc.). Esta cepa posee en su tercer cromosoma un locus 86F,
gue incluye una secuencia attP para facilitar la integracién y un promotor 3xP3 seguido de un
marcador RFP (Proteina Fluorescente Roja), rodeado por secuencias loxP de recombinacion.
Junto con el vector, se inyectd ARNm de la integrasa ®C31, necesario para insertar el casete de
expresion UAS-erGAP3-SV40 en el genoma. Después de lograr la integracion, se microinyectd

ARNmM de la recombinasa Cre con el fin de eliminar el marcador RFP (29).

Para expresar erGAP3 en el tejido nervioso, empleamos el sistema UAS-GALA4. Las moscas UAS-
erGAP3, generadas mediante el procedimiento explicado previamente, se cruzaron con moscas

que expresaban el factor de transcripcion GAL4 bajo el promotor elav (Figura 5) (30).
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Figura 5. Generacién de las lineas transgénicas que expresan erGAP3 en sistema nervioso (DNEQO5).
Figura modificada de (30).

3.2 Disefio de cruces

3.2.1 Genotipos usados

Se utilizaron dos lineas transgénicas de Drosophila para la realizacion de los experimentos (Tabla
1). Una linea expresa la proteina HTT con 128 repeticiones y el sensor de Ca?* dirigido al RE bajo
el promotor elav para sistema nervioso (E35). La otra linea se usara como control y expresa

solamente el sensor erGAP3 en sistema nervioso bajo el promotor elav (DNE0O5).

Tabla 1. Lineas transgénicas utilizadas en este trabajo

Linea Genotipo Tejido
E35 elav-Gal4; +; UAS:HTT128, UAS:erGAP3 Nervioso
DNEO005 elav-Gal4; +; UAS:erGAP3 Nervioso

3.2.1.1 Modelo en sistema nervioso

Se cruzaron las lineas DNEOO5 (elav-erGAP) y BL33808 (w[1118]; P{w[+mC]=UAS-
HTT.128Q.FL}f27b) para obtener finalmente una linea que expresase HTT128 y erGAP3 en el
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sistema nervioso de las moscas. Se realizaron los siguientes cruces:

W _+ UAS:HTT128 _  elav—-Gald + UAS:erGAP
" w'+'UAS:HTT128 T Y '+ UAS: erGAP

v
W+ UAS:HTT128

. _MKRS
elav—Gald ' +' UAS: erGAP

" TB&B

W
Xd—,
¥

-+
-+
r

|

W + UAS:HTT128, UAS: erGAP
elav — Gal4' + " UAS: HTT128, UAS: erGAP

3.3 Mantenimiento de las lineas transgénicas de Drosophila
Las cepas de Drosophila se mantuvieron en un medio de cultivo comercial estandar (Bloomington
Formulation; Nutri-Fly Genesee Scientific, 66-112) suplementado con un 0,48 % de acido
propionico (Sigma Aldrich, 81910) y un 0,2 % de agar tipo | (iNtron Biotechnology, 25999). Las
moscas se mantuvieron en un incubador (Ibercex, M-17004) a 18 °C, con un 60 % de humedad y

ciclos de luz y oscuridad de 12 horas. EI medio se reemplaz6 cada tres semanas.

3.4 Ensayo de longevidad

Las lineas empleadas para el estudio de longevidad se conservaron en un incubador 29°C con una
humedad del 60% y bajo ciclos constantes de 12h de luz/oscuridad. Las moscas que emergieron
el mismo dia fueron recogidas y separadas por sexo. Cada dos o tres dias se trasladaban a viales
nuevos con alimento fresco. En cada recambio, se registraban las moscas muertas tanto en el vial
antiguo como aquellas que fallecian durante la transferencia. Las que escapaban o morian por
accidente se excluian del experimento y se ajustaba el total de animales en consecuencia. El
seguimiento continud hasta que no quedara ningin ejemplar vivo. Los resultados se expresaron

como porcentajes de supervivencia correspondientes a cada dia (29,31).

3.5 Ensayo de actividad locomotora

El ensayo de escalada es una técnica ampliamente utilizada que aprovecha la tendencia natural de
las moscas Drosophila a desplazarse hacia arriba (geotaxis negativa), y sirve para evaluar su
capacidad motora a diferentes edades. En este experimento se midié la capacidad de las moscas
para escalar 5 cm en un maximo de 18 segundos. Las mediciones tuvieron lugar a los dias 1, 7,
14 y 21 y se realizaron siempre a las 10 de la mafiana para evitar posibles sesgos debidos a los
ritmos circadianos. El dia del experimento se transferian un minimo de diez moscas de cada una

de las lineas a viales sin comida, marcados con una linea a 5 cm de altura. Tras esperar unos

18



Universidad de Valladolid — Grado en Biomedicina y Terapias Avanzadas - TFG

minutos para permitir que las moscas se adaptasen al nuevo entorno, se dieron tres golpes fuertes
a los viales y se registré cuantas lograban alcanzar la marca de 5 cm en 18 segundos y también el
tiempo que necesitaban la mitad de las moscas de cada vial para llegar a esa altura. Se dejaba
descansar a las moscas durante 10 minutos antes de iniciar la siguiente ronda. Se realizaron un

total de tres rondas por cada grupo de moscas (29).

3.6 Medida de la [Ca*]re
3.6.1 La sonda de Ca’" erGAP3

Los GECls (Genetically Encoded Calcium Indicators) son indicadores genéticamente codificados
que permiten medir la concentracion de Ca®* dentro de las células vivas. Se pueden dirigir a tejidos
u organulos especificos gracias a la manipulacion genética. Existen tres tipos principales de
GECiIs: los bioluminiscentes basados en la proteina aequorina, los fluorescentes basados en la
proteina fluorescente verde (Green Fluorescent Protein; GFP) y los basados en FRET, que
emplean dos proteinas fluorescentes entre las que la cambia la transferencia de energia al unirse
Ca?. (29,32).

La familia GAP (GFP-Aequorin Protein) representa una generacion innovadora de indicadores
GECIs, disefiados para la monitorizacion precisa de la concentracion de calcio en compartimentos
intracelulares, especialmente en el RE y el aparato de Golgi. Los sensores GAP combinan dos
proteinas de la medusa Aequorea victoria: una variante de la GFP y la apoaequorina, una proteina
sensible al Ca®*. Esta fusion permite que los sensores GAP funcionen en modo fluorescente y

bioluminiscente (cuando se reconstituye la apoaequorina con su cofactor coelenterazina)(29,33).

Para la realizacion de este trabajo la variante empleada fue GAP3, que contiene dos mutaciones
(D24N y D119A) que reducen la afinidad de GAP por el Ca?" (GAP3, Kb = 489 uM). El sensor
se dirige especificamente al RE gracias a la unién de la secuencia de calreticulina (CR) y la sefial
de retencion en el RE KDEL en los extremos N-terminal y C-terminal, respectivamente. La
proteina GAP3 conserva los dos picos de excitacion del espectro de GFP silvestre (405 y 470nm),
aunque su fluorescencia depende de la concentracion de Ca?". Cuando no hay Ca*', la excitacion
es mas intensa a 405 nm y mas débil a 470 nm. En cambio, al unirse el Ca*', se incrementa la

fluorescencia al excitar a 470 nm, mientras que la sefial a 405 nm se reduce (29).

3.6.2 Protocolos de medida de [Ca®*]re

Las moscas fueron anestesiadas con CO: y situadas dorsalmente sobre una gota de agar (de bajo

punto de fusion) al 2 % (Sigma-Aldrich, A6560), preparado con agua miliQ. Luego se trasladaron
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con cuidado a la platina de un microscopio estereoscopico Leica M205FA, equipado con un
objetivo Plan Apo 1.0X (NA = 0,30), una lampara de mercurio de 100 W, filtros de excitacion a
470/40 0 403/40 nm, y un filtro de emision de 525/50 nm.

Se tomaron 5 imagenes de fluorescencia cada 5 segundos, alternando la excitacion entre 403y 470
nm. Las imagenes se registraron en formato de 16 bits, con un agrupamiento (binning) de 4x4, un
zoom de 6,5X y un tiempo de exposicion de entre 100 y 400 ms para ambas longitudes de onda.
Para obtener la sefial minima de fluorescencia, las moscas se calentaron durante 10 minutos en un
bafio a 50 °C y, posteriormente, se repitié la adquisicion de imagenes con los mismos parametros
(29).

3.6.3 Calibracion de la [Caz+]re
Primero, se generd una imagen de proyeccion de intensidad media de fluorescencia a partir de la
secuencia de cinco capturas, utilizando la funcion Z Project del software ImageJ. Luego, se aplicd
un umbral para separar los pixeles de la imagen en dos categorias: primer plano (sefial atil) y
fondo. Finalmente, se calcul6 el cociente de fluorescencia, dividiendo, pixel a pixel, la intensidad
registrada a 470 nm entre la obtenida a 403 nm (470/403). Para convertir estos valores de

fluorescencia en concentraciones de Ca?", se aplico la siguiente férmula:

¥ = R Ronin (Ecuacién 1)

Hnmx - Hmén

En esta formula, “Y” representa la fluorescencia normalizada, con valores comprendidos entre 0
y 1. “R” es el cociente de fluorescencias (470/403) medido en un momento concreto del
experimento, “Rmin” corresponde al valor del cociente en ausencia de Ca*', y “Rmax” representa
el cociente bajo condiciones de saturacion de Ca?*, estimado tedricamente multiplicando Rmin
por el rango dindmico del sensor (que en este caso es 3).

Una vez obtenido el valor de “Y”, la [Ca?*] se determina aplicando la ecuacion de Hill:

Vinax * |Cu2+|n .
= K. |C—u3+|“ (Ecuacion 2)
d

A partir de ambas ecuaciones y asumiendo que Vmax es igual a 1, se obtiene que la [Ca®']

es igual a:

Ka

{Rmﬁe R.1/,

[Ca®*] =

min (Ecuacidn 3)

Mediante experimentos previos realizados tanto in vitro como in situ en el laboratorio(34), se
determino que el coeficiente de Hill (n) para la union de GAP3 al Ca?* es igual a 1. Al aplicar este

valor en la ecuacion anterior, se obtiene una expresion comparable a la utilizada en la calibracion
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del indicador Fura-2.

K:I ; (R - ijn)
Ripar — R

[Ca®*] = (Ecuacion 4)
Suponiendo que el sensor GAP3 tiene un rango dindmico (Rmax/Rmin) de 3 y una constante de
disociacion (Kd) de 489 uM (41), es posible realizar una calibracion aproximada de las sefiales
de Ca?* utilizando los valores de R/Rmin mediante la siguiente ecuacion:

R/Rmin =1+ (DR - 1)*([Ca®] / (K4 + [Ca®"])) (Ecuacion 5)
Donde “DR = 3” es el rango dindmico para la GAP3 y los valores de R/Rmin deberian situarse
entre 1 para [Ca?"] = 0 y 3 para [Ca?"] saturantes (>10 mM)
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Figura 6: Curva de calibracion de la GAP3. La proteina GAP3 aislada de E. coli se valué para Ca?".
La curva se dibujé utilizando los siguientes pardmetros: rango dindmico (RD) = 3; constante de disociacion
Ca?*GAP3 (KD) = 489 uM; namero de Hill (n) = 1. En el eje izquierdo, R/Rmin que oscila entre 1,0 en
[Ca?*] =0y 3,0 en [Ca?'] = infinito. En la abscisa, [Ca'] en escala logaritmica. La linea negra corresponde
a la siguiente ecuacion: R/Rmin =1+ (DR - 1)*([Ca2] / (KD + [Ca?']) )(Ecuacién 5). Tomado de (29,34).

3.6.4 Andlisis estadistico

Los datos fueron representados, analizados e interpretados utilizando el software GraphPad Prism
10. Los resultados se presentan como media * error estandar de la media (SEM). Para determinar
la significacion estadistica, se aplico la prueba t de Student o ANOVA bidireccional. En los
graficos Gnicamente se muestra el analisis estadistico cuando las diferencias observadas resultaron

significativas.

4. RESULTADOS
4.1 Verificacion genética de las lineas generadas

Se verifico que el sensor erGAP3 se expresaba en la mosca y que dicha expresion era especifica
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del sistema nervioso. Dado que el sensor erGAP3 esta basado en la GFP y, por lo tanto, emite
fluorescencia verde, se comprobo si el tejido nervioso de las lineas E35 y DNEQOO5 presentaban
dicha fluorescencia. Se situaron las moscas adulto en una lupa de fluorescencia y se comprobd
la expresion de erGAP3 como fluorescencia verde de GFP. En las figuras 8A y 8B se puede
observar como la fluorescencia de la GFP se localiza de manera especifica en el tejido nervioso
de la mosca. La funcionalidad del sensor ha sido comprobada por nuestro laboratorio en estudios
previos(29).

4.2 Alteracion en la fluorescencia de erGAP3 por la expresion de mHTT128

Para averiguar si la expresion de HTT128 provoca una alteracion en la expresion del sensor
erGAP3, se tomaron imagenes de fluorescencia de moscas adultas de un dia de edad en el
microscopio estereoscépico con un zoom de 6.5x y a una longitud de onda de 470nm. Se utilizé
el software ImageJ para analizar estas imagenes y las medidas se realizaron en un ROI situado en

la cabeza de la mosca. Como se observa en la Figura 8C, la expresion del sensor erGAP3 es

buena en ambas lineas transgénicas, aunque se ve una ligera disminucion de la fluorescencia en
las moscas de la linea HTT128 (945.5+ 20.61u.a.) frente a las moscas control (982.5+ 27.38 u.a.);

esta diferencia no fue significativa.

C 1500~
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Figura 8. Expresidn especifica del sensor erGAP3 en moscas transgénicas DNEOO5 y E35. A) Vista
dorsal de una mosca adulta de la linea E35. B) Vista dorsal de una mosca adulta de la linea
DNEOQO5. En todas las preparaciones se observa una buena expresion del sensor erGAP3
especificamente en el tejido nervioso. C) Histograma representando la intensidad media de
fluorescencia en adultos de Drosophila de las lineas E35 y DNEQOS5. Los datos se muestran como
la media + SEM de 22 medidas independientes realizadas en adultos de las lineas E35 (rosa) y
21 medidas independientes realizadas en adultos de la linea DNEQOS (verde).

4.3 La longevidad de las moscas de la linea HTT128 no difiere de las moscas control

Para comprobar si la expresion especifica de la proteina HTT128 en el tejido nervioso afectaba la
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longevidad de Drosophila, se analizé la supervivencia de la linea transgénica que expresa la
proteina HTT128 (E35) y se compard con la del control, en los que esta proteina no estaba

presente.

La longevidad media se calculé como el promedio de vida de todos los individuos dentro de cada
grupo, mientras que la longevidad maxima correspondi6 al tiempo de vida mas largo registrado
en la cohorte. La duracion de vida se evalud en poblaciones de moscas con y sin expresion de
HTT128 (lineas E35 y DNEOO5), mantenidas a 29 °C, y los resultados se representaron como el

porcentaje de supervivencia en funcion de la edad (en dias).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 9, donde se representan tanto los datos
correspondientes a la linea control DNE005 (151 machos y 154 hembras) como a la linea E35
que expresa la HTT128 (161 machos y 152 hembras).

Las moscas controles tuvieron una esperanza de vida media (50% de supervivencia) de 29 dias
para las hembras y 25 dias para los machos. En cuanto a la esperanza de vida maxima, esta alcanz6

valores de 36-39 dias para las hembras y de unos 32-34 dias para los machos (Figura 9).

En cuanto a la linea transgénica, la expresion de HTT128 en tejido nervioso no alterd la vida
media de las moscas, siendo esta de 33 dias para las hembras y de 24 dias para los machos (Figura
9). Lo mismo pasd con la esperanza de vida maxima, que fue de 42-45 dias para las hembras y de
40-42 dias para los machos (Figura 9). En la linea control se observa tanto en los machos como
en las hembras una estabilidad hasta los dias 22-25 (Figura 9), a partir de los cuales la mortalidad
aumenta considerablemente. En el caso de las hembras con HTT128 la mortalidad se empieza a
incrementar a partir del dia 31 y en los machos de esta linea la mortandad aumenta a partir del dia
26 (Figura 9). En lineas generales los datos muestran que la expresién de la proteina HTT128 en

sistema nervioso de la mosca no altera en ninguno de los dos sexos la supervivencia de las moscas.
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Figura 9: La supervivencia de la linea transgénica HTT128 (E35) no presenta diferencias notables en
comparacion con la linea control (DNEOQO05). Se representa la supervivencia (en porcentaje) frente a la
edad (en dias) de la linea control DNE0O5 (151 machos y 154 hembras) frente a la linea E35 con
expresion de HTT128 en sistema nervioso (161 machos y 152 hembras). Se compararon los
valores medios (linea discontinua; 50% supervivencia) y longevidad maxima (tltimo punto de
datos) y en ninguno de los dos casos se observaron diferencias entre las dos lineas.

4.4 Las moscas con HTT128 no muestran alteracion significativa de la funcién muscular

La alteracion de la funcién motora es uno de los sintomas mas comunes en los pacientes con EH.
A su vez, el deterioro progresivo de la musculatura es una sefial tipica del envejecimiento,
estrechamente relacionado con trastornos neurodegenerativos. Por esta razén, se evalud la funcion
muscular en moscas que expresaban HTT en el musculo, utilizando dos pruebas de escalada. El
primer experimento consistié en contabilizar el nimero de moscas capaces de trepar 5¢cm de altura
en 18s (Figura 10A) y el segundo en registrar el tiempo (en s) en que la mitad de las moscas

superaban los 5 cm.

En el primer ensayo (Figura 10A) no se observé ninguna diferencia estadisticamente significativa
en él porcentaje de moscas capaces de trepar en ninguno de los 4 dias de experimentacion (dias
1,7, 14y 21). Se observa para ambas lineas cdmo a medida que pasan los dias, el porcentaje de
moscas capaces de escalar 5 cm en 18 segundos va disminuyendo. A dia 21 practicamente ninguna

de las moscas de ambas lineas era capaces de realizar la prueba.

En el segundo ensayo (Figura 10B) se observo que a medida que envejecian las moscas de ambas
lineas, aumentaba en ellas el tiempo que tardaban la mitad de las moscas en superar la linea de
los 5¢cm de altura. La diferencia mas notable entre las moscas con HTT y control se dio a dia 21,
donde el tiempo que tardaron la mitad de las moscas en superar la marca de los 5cm de altura fue

mayor que en el control; sin embargo, esta diferencia no fue significativa.
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Figura 10. Ensayos de escalada en las lineas de moscas control y HTT128. La figura muestra dos
ensayos de escalada diferentes como medida de la funcién muscular, realizados en moscas de las lineas
DNEOQO5 y E35 a dias 1,7,14 y 21. A) La grafica muestra el porcentaje de moscas que lograron escalar 5
cm de altura en 18 segundos, en funcién de su edad (expresada en dias). Este porcentaje disminuye
considerablemente con la edad, pero no se observaron diferencias significativas entre ambas lineas. B) La
gréafica representa el tiempo promedio (en segundos) en el que la mitad de las moscas superan la marca de
5 cm frente a la edad (en dias). Este tiempo fue aumentando notablemente con la edad, pero en ningln caso
se vieron diferencias significativas entre las moscas con HTT128 y el control.

4.5 La expresion de HTT128 en sistema nervioso provoca un aumento de la [Ca*?] en el tejido
muscular

Después de analizar como la expresion de la proteina HTT128 en el tejido nervioso de Drosophila
afecta la longevidad y la capacidad locomotora de las moscas, se planted investigar si esta proteina

también influye en los niveles de calcio en el RE.

Para este analisis, las moscas transgénicas de ambas lineas se mantuvieron a 29 °C, igual que en
los experimentos anteriores de longevidad y locomocion. Se midio la [Ca*"]reen los dias 1, 7, 14

y 21 tras la eclosién de los adultos.
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Durante el experimento, se capturaron imagenes de fluorescencia tras excitar el sensor erGAP3 a
longitudes de onda de 403 y 470 nm. A partir de estas imagenes, se calcul el cociente R =
F470/F403, dividiendo la sefal registrada a 470 nm entre la obtenida a 403 nm, pixel por pixel.
Esta medida ratiométrica permitio estimar los niveles de Ca?* en el sistema nervioso de las moscas
E35 y DNEOQOS.

En la Figura 11A se muestra el cociente de fluorescencia obtenido en las dos lineas transgénicas
(E35 y DNEOQO05) en las cuatro edades analizadas, tanto en condiciones basales (rosa y verde)
como después de la deplecion de Ca?* en el RE (curvas azul y negra). Tanto en la linea control
como en la linea transfectada con HTT128 no parece observarse un cambio notable en los ratios
de fluorescencia registrados, observandose un ligero incremento desde el dia 7 en la linea
transfectada con HTT128.

En la Figura 11B se muestran los valores de los cocientes de fluorescencia en las dos lineas de
moscas transgénicas, normalizados en funcién de su valor minimo (Rmin), para los cuatro grupos
de edad analizados. Cada valor es la media + SEM de entre 14-16 moscas, la mitad hembras y la
mitad machos. El contenido de Ca?* en el sistema nervioso de las moscas control experimento un
aumento desde un R/Rmin de 1,68+ 0,05 (mediat SEM; n= 21) en las moscas a dia 1 hasta un
R/Rmin de 1,94+ 0,04 (mediat SEM n=22) a dia 14; a partir de este dia disminuye ligeramente
hasta 1,87+ 0,03 a dia 21(media+ SEM n=23). Por otro lado, el contenido de Ca®*en RE de la linea
HTT128 aumento6 desde un R/Rmin de 1,63+ 0,04 (mediat SEM n=22) en las moscas jovenes a
dia 1 hasta 1,95+ 0,04 (mediax SEM n=22) a dia 14; estos niveles se mantuvieron estables hasta
dia 21. No se observaron diferencias significativas entre ambas lineas a ninguno de los 4 dias de
estudio. En resumen, los datos muestran que la expresion de HTT128 en tejido nervioso provoca
una disminucion en los niveles [Ca*"]re entre los dias 1 y 14 para luego alcanzar unos niveles

equiparables a los de la linea control a partir del dia 14.
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Figura 10. La expresion de HTT128 no provoca una alteracion significativa en los niveles de Ca*
del RE. A) Mediciones in vivo de la [Ca?*]re en las lineas transgénicas E35 (elav-erGAP3-HTT128) y
DNEOQO5 (elav-erGAP3). La Rmin se obtuvo por calentamiento a 50°C durante 10 minutos. Cada valor es
la mediat SEM de 14-16 moscas, la mitad hembras y la mitad machos. Los resultados obtenidos muestran
cémo larelacién erGAP3(R) no difiere considerablemente entre las dos lineas. Los valores de Rmin fueron
constantes durante toda la vida de la mosca. B) Aumento en los niveles de [Ca?*]re en las moscas
transgénicas HTT128 y control hasta dia 14 y mantenimiento de los niveles desde el dia 14 hasta dia 21.
Las ratios de erGAP3 obtenidos previamente (R= F470/F403) en las moscas HTT128 y control se
normalizaron dividiendo por el valor de Rmin obtenido en la misma mosca después del calentamiento. Los
datos normalizados (R/Rmin; eje izquierdo) representan una cuantificacion del contenido de Ca?* RE que
oscila entre 1.5 en [Ca?*]= 0 y 2.1 en [Ca?*]= maximo. No hubo diferencias significativas entre ninguna de
las dos lineas a lo largo de los diferentes dias de estudio. Los valores corresponden a la media de machos
y hembras de la linea E35 y a la media de machos y hembras de la linea DNEOQOS5.
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5.DISCUSION

A pesar de que la base genética de la EH estd bien definida, los mecanismos celulares y
moleculares que provocan la degeneracion neuronal siguen siendo objeto de debate, ya que la
patologia parece involucrar maltiples procesos interrelacionados y no puede explicarse
Unicamente por la mutacion genética. Entre las hip6tesis propuestas para explicar la progresion
de la EH, destaca la alteracion de la homeostasis del Ca?* intracelular como un factor clave en la
disfuncion neuronal. La HTT se expresa en la mayoria de los tejidos, pero la vulnerabilidad
selectiva de ciertas poblaciones neuronales, como las del estriado y la corteza cerebral, sugiere
que estos tipos celulares son especialmente sensibles a los desequilibrios en la sefializacion por
Ca’. El RE desempeiia un papel central en la regulacion del Ca* intracelular, y la colocalizacion
dela HTT con este organulo ha llevado a plantear que la disfuncion en el manejo del Ca* en el
RE podria contribuir de manera significativa a la patogénesis de la EH, favoreciendo la aparicion

de estrés celular y la activacion de vias apopt6ticas(35).

Para la realizacion de este estudio se decidié emplear el modelo Drosophila Melanogaster, ya que
esta especie permite una manipulacién genética sencilla y cuenta con un ciclo de vida breve.
Actualmente, se han identificado mas de 70 lineas transgénicas de Drosophila melanogaster
utilizadas como modelos para el estudio de la EH (Bloomington Drosophila Stock Center). Estas
lineas contienen fragmentos o la totalidad del gen htt, incorporando expansiones de
poliglutaminas de distinta longitud. Para nuestro estudio, seleccionamos una linea que expresa la
secuencia completa del gen humano htt con una expansion de 128 repeticiones de glutamina, con
el fin de detectar de forma mas clara y directa los posibles efectos de la HTT128 sobre la
sefializacion intracelular de Ca?*, asi como su impacto en la funcionalidad y viabilidad celular.
Aunque se considera que a partir de 36 repeticiones ya pueden manifestarse sintomas de la
enfermedad y por tanto ser validas para su estudio, es probable que dichos modelos presenten un
inicio mas tardio y una progresién mas leve en comparacion con los que expresan expansiones

mayores.

Para analizar la homeostasis de Ca?* en RE, se opto por utilizar erGAP3, un sensor de Ca?*
previamente descrito que presenta caracteristicas ideales para este propdésito. Se trata de un
indicador ratiométrico, de baja afinidad y especificamente dirigido al RE, lo que lo hace adecuado
para detectar las altas concentraciones de Ca®* que se encuentran en este compartimento. Ademas,
erGAP3 se expresa de forma eficiente y especifica en el RE, sin interferir con las proteinas
endogenas, lo que permite generar lineas transgénicas que expresan un sensor funcional de calcio

in vivo, sin alterar la sefalizacion intracelular de Ca*(34).
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La capacidad del RE para regular adecuadamente el Ca?" se ve afectada por el envejecimiento
celular. A medida que las células envejecen, el control del Ca* en el RE se debilita, lo que
contribuye a una progresiva pérdida de funcionalidad celular e incluso a la muerte. En la EH, la
HTT128 hace que el RE pierda su capacidad de regular y almacenar el Ca?* de forma adecuada
por la sensibilizacion patolégica de canales como IP3R1, la activacion desregulada de la SOCE y
alteraciones transcripcionales en proteinas clave. Esto contribuye a la sobrecarga de calcio, al
estrés celular persistente y, finalmente, a la disfuncién y muerte neuronal(26,35).

Mediante el sistema UAS Gal-4 y cruces con seleccion de recombinantes homologos, se
generaron moscas transgénicas expresando el sensor y la proteina HTT128 especificamente en el
tejido nervioso de las moscas, cruzando la linea que porta el gen completo de la HTT128 bajo el
control de la secuencia UAS (linea 33808) con lineas estables expresando el sensor erGAP3

especificamente en tejido nervioso (DNEQO5).

Se comprobo si la expresion de erGAP3 era especifica de tejido nervioso mediante el uso de un
microscopio de fluorescencia y el registro de la fluorescencia verde emitida por la proteina GFP
contenida en el sensor (Figuras 8A y 8B). Se compar6 también el nivel de expresion de la linea
HTT128 (E35) con la control (DNEOO5), observandose una buena expresion en ambas y sin
diferencias significativas entre las dos. De este resultado se extrae que la expresién de HTT128
no altera considerablemente la expresion del sensor erGAP3 (Figura 8C). De todas formas, el
sensor erGAP3 es ratiométrico, siendo capaz de medir la [Ca**Jre independientemente de los
niveles de expresion de este, por lo que las medidas de la [Ca*]re no se verian afectadas por

diferencias en la expresion del indicador de Ca**.

Las personas con EH suelen presentar una esperanza de vida mas corta que la media de la
poblacién. La edad de inicio de los sintomas y el nimero de repeticiones de CAG en el gen que
codifica para la HTT estan directamente relacionadas con la progresion dela enfermedad y la
supervivencia. Por otro lado, un estudio realizado previamente en el laboratorio indic6 que la
expresion del sensor erGAP3 no modificaba la supervivencia de las moscas en comparacion con
las moscas de tipo silvestre (29). Por ello decidimos evaluar si la expresion de la proteina HTT128
especificamente en tejido nervioso producia cambios en la longevidad de Drosophila, para ello
evaluamos la longevidad de la linea transgénica E35 que expresa HTT128 y la comparamos con
la linea control DNEQO5. Con el fin de minimizar cualquier posible sesgo derivado de variables
como la temperatura, la alimentacion o la densidad de individuos, se procurd mantener estas
condiciones constantes y controladas durante todo el desarrollo del estudio. No se observaron
variaciones significativas entre los resultados obtenidos en ambas lineas. Esto no era lo previsto

debido a que la EH en humanos se caracteriza por un deterioro progresivo que lleva a la muerte a
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los 15-20 afios desde la aparicion de los primeros sintomas, en consecuencia lo que se esperaba
obtener era una disminucidn significativa en la esperanza de vida de las moscas. Ademas, estos
resultados difieren con los obtenidos en otros estudios realizados en Drosophila donde se
demostré una disminucion considerable de la supervivencia en moscas que expresan HTT en

tejido nervioso(36).

La disfuncién motora es otro de los principales sintomas que se observan en la EH, por lo que
otro objetivo de estudio fue la comprobacién de la pérdida de la actividad motora provocada por
la expresion de HTT128 en tejido nervioso de las moscas, mediante dos ensayos de actividad
locomotora. Uno de los ensayos se baso en contar cuantas moscas eran capaces de ascender 5 cm
en un intervalo de 18 segundos, mientras que el otro consistié en medir el tiempo que tardaba el
50 % de las moscas en alcanzar la marca de 5 cm. Aunque se trata de pruebas distintas en su
planteamiento, ambas tenian como objetivo evaluar la misma variable: la capacidad locomotora
de las moscas adultas en distintos momentos tras la eclosion, concretamente en los dias 1, 7, 14 y
21. En el primer ensayo (n° de moscas que sobrepasan los 5 cm en 18 s) las moscas HTT y control
mostraron una pérdida de funcién motora ya a dia 7, que fue empeorando progresivamente hasta
llegar a dia 21 donde muy pocas moscas eran ya capaces de superar la prueba. No se observaron
diferencias significativas entre ambas lineas en el porcentaje de moscas que lograron escalar
durante cualquiera de los cuatro dias de estudio. En el segundo ensayo, gue consistia en medir el
tiempo que tardaba el 50 % de las moscas en superar la marca de los 5 cm, se obtuvieron resultados
comparables a los del primer test. Se observé un incremento progresivo en el tiempo requerido
para completar la prueba conforme las moscas envejecian. EI aumento méas notable tuvo lugar a
dia 21 en las moscas que expresan HTT128; este punto fue el Unico en el que el tiempo promedio
de escalada de las moscas transgénicas con HTT fue superior al tiempo de escalada promedio de
las moscas control. Al igual que con el primer ensayo, no se observaron diferencias significativas
en los tiempos de escalada en ninguno de los 4 dias de estudio. Estos resultados son discordantes

con otros obtenidos por otros grupos de investigacion(37).

La dishomeostasis del Ca?* es uno de los mecanismos subyacentes implicados en la patogénesis
de la EH con mayor evidencia(25,26). Realizamos también medidas de los niveles de Ca®" a dias
1,7,14 y 21 con el objetivo de averiguar si la expresion de HTT128 alteraba las reservas de Ca®*
en el RE a lo largo del tiempo de vida de la mosca. Los datos representados en la Figura 10
muestran un aumento en los niveles de Ca** en ambas lineas transgénicas hasta dia 14, siendo los
niveles de las moscas con HTT128 ligeramente menores a los de las moscas control. A partir del
dia 21 los niveles de Ca®* de ambas lineas se mantienen estables. No hubo diferencias
significativas entre ambas lineas a lo largo de los diferentes dias de experimentacion. Estos datos

no se correlacionan con las alteraciones esperadas en la EH, las cuales implicarian una pérdida
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progresiva de la funcién neuromuscular y se asociaria con una disminucion en las concentraciones
de calcio en el RE(29).

Los resultados inesperados obtenidos en los diferentes ensayos nos llevaron a preguntarnos si
habia alguna alteracién en la expresion de HTT128 en la linea E35, por lo que posteriormente a
la realizacion de los experimentos se volvio a comprobar si la linea transgénica creada expresando
HTT128 permanecia o no inalterada. Para la comprobacion de la linea se cruzaron machos E35
con hembras virgenes de una linea silvestre de Drosophila (W1118) con ojos blancos y se analizé
el color de ojos en la descendencia masculina. EI 100% de los machos (en los cuales no se dan
eventos de recombinacion homéloga) presentaban ojos blancos, por lo que se confirmé la pérdida
del gen de la HTT128 en la linea transgénica con la que se estuvieron haciendo los experimentos.
Esto explica la discrepancia de los resultados obtenidos en relacion con otros ya publicados por

otros estudios y por nuestro propio laboratorio.

6. CONCLUSIONES

Aunque debido a la pérdida del gen para la HTT128 humana (en la linea transgénica con la que
se han realizado los experimentos) inutiliza los resultados obtenidos, de no ser esto asi las
conclusiones que se podrian extraer de los resultados serian las siguientes:

o La expresion de HTT128 en el tejido nervioso de las moscas no alteré significativamente su
supervivencia, equiparandose los resultados obtenidos con los de la linea control.

o Laexpresion de HTT128 en el tejido nervioso de las moscas no alteré notablemente la funcion
motora en comparacién con la linea que no expresa HTT128.

e Laexpresion de HTT128 en el tejido nervioso no disminuyo los niveles de Ca*? en el RE de
manera significativa, lo que se correlaciona con el mantenimiento observado en la funcion
motora.

e La obtencién de los resultados contrarios a los esperados se atribuye a la pérdida de la
expresion de HTT128 en la linea E35.
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