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ABSTRACT

Synaptopathies are those diseases of the nervous system that occur as a result of an
imbalance in the normal functioning of synapses. These abnormalities may be due to an
excess in the number of synapses, as in autism spectrum disorders (ASD), or they may
be by default, such as synaptic loss produced before neuronal death in
neurodegenerative diseases. Thus, the study of the mechanisms that control the
number of synapses and their activity is key to the development of effective therapies
in a wide range of nervous system disorders of different etiology.

Previously in the laboratory, the interaction of the neuronal calcium sensor NCS1 with
the guanine exchange factor Ric8a was identified as a possible therapeutic target for
synaptopathies. In this doctoral thesis, the use of NCS-1 /Ric8a complex stabilizing
compounds has been validated in neurodegenerative models to reverse synaptic
dysfunction.

I, Imidazole receptors are widely distributed in the brain. Its selective ligands have
shown that I;s are involved in analgesia, inflammation, and other aspects of human brain
pathologies. Dysregulation of 12 levels is a hallmark of diseases such as glial tumors,
Huntington's disease, Parkinson's disease, Alzheimer's disease, and depression among
others. This work evaluates the neuroprotective role of 12 analogs at the synapse level
in diseases models of different etiology, such as Alzheimer's disease or Huntington's
disease.

The difficulty of standardizing clinical protocols is already known due to the differences
that make up the sexual condition, female or male. For example, in diseases such as
Alzheimer's the number of affected women is much greater than the number of men
and the pathological development is also different. Our results in the fly animal model,
show that males and females develop different responses at the synaptic level by
modifying the expression levels of the ecdysone receptor (steroid receptor). These data
suggest the importance of sex-dependent synaptic modulation.

In summary, two main ideas are concluded from this thesis work: the first based on the
validation of molecules related to the NCS1 / Ric8a complex and the Imidazole 12
receptors to correct synaptic dysfunction. The second conclusion supports the idea that

synaptic modulation is finely regulated and, in this regulation, hormonal signaling has a



differential impact depending on the gender context and this has a direct repercussion

on the treatment of nervous system pathologies.



RESUMEN

Las sinaptopatias son aquellas enfermedades del sistema nervioso que se producen
como consecuencia de un desequilibrio en el funcionamiento normal de las sinapsis.
Estas anomalias pueden deberse a un exceso en el nimero de sinapsis, como en los
trastornos del espectro autista (TEA), o pueden ser por defecto, como la pérdida
sindptica producida antes de la muerte neuronal en enfermedades neurodegenerativas.
Asi, el estudio de los mecanismos que controlan el nimero de sinapsis y su actividad es
clave para el desarrollo de terapias eficaces en una amplia gama de trastornos del
sistema nervioso de diferente etiologia.

Previamente en el laboratorio, se identifico la interaccién del complejo formado por el
sensor de calcio NCS1 y el intercambiador de nucleétido de guanina Ric8a como posible
diana terapéutica para sinaptopatias. En este trabajo de tesis doctoral se han validado
el uso de compuestos estabilizadores del complejo NCS1/ Ric8a en modelos
experimentales de neurodegeneracién para revertir la disfuncion sinaptica.

Los receptores imidazodlicos 12 estan ampliamente distribuidos en el cerebro. Sus
ligandos selectivos han demostrado que los |; estan implicados en analgesia, inflamacién
y otros aspectos de las patologias cerebrales humanas. La desregulacidn de los niveles
de I> es un sello distintivo en enfermedades como los tumores gliales, la enfermedad de
Huntington, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer y la depresion
entre otros. En este trabajo se ha evaluado el papel neuroprotector de andlogos 12 a
nivel de las sinapsis en enfermedades de etiologia distinta, como la enfermedad de
Alzheimer o la enfermedad de Huntington.

Ya se conoce la dificultad de estandarizar los protocolos clinicos debido a las diferencias
gue integra la condicion sexual, femenina o masculina. Por ejemplo, en enfermedades
como el Alzheimer el nUmero de mujeres afectadas es mucho mayor que el niumero de
hombres y el desarrollo patolégico también es diferente. Nuestros resultados en el
modelo animal de la mosca muestran que machos y hembras desarrollan diferentes
respuestas a nivel sindptico al modificar el nivel de expresion del receptor de ecdisona
(receptor de esteroideo). Estos datos sugieren la importancia de caracterizar la

modaulacion sindptica dependiente del sexo.



En resumen, de este trabajo de tesis se concluyen dos ideas principales: la primera
basada en la validacidon de moléculas relacionadas con el complejo NCS1/Ric8a y los
receptores Imidazélicos 12, para corregir la disfuncién sindptica, la segunda conclusién
afianza la idea de que la modulacion sindptica esta finamente regulada y en esa
regulacién la sefalizacion hormonal tiene un impacto diferencial dependiendo del
género, esto repercute directamente en el enfoque terapéutico de las patologias del

sistema nervioso.
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INTRODUCCION
l.- LA IMPORTANCIA DE LA REGULACION SINAPTICA

1.1- LA SINAPSIS

El término sinapsis fue introducido por primera vez en 1897 por el fisidlogo Michael
Foster en su "Libro de texto de fisiologia" y se deriva del griego sinapsis, que significa
conjuncién.

Las sinapsis son componentes esenciales de las neuronas y permiten que la informacion
se trasmita de unas neuronas a otras o de las neuronas a drganos efectores. De ellas
depende nuestra sensibilidad y respuesta los estimulos ambientales, el control de las
funciones corporales, los recuerdos, el aprendizaje, las emociones, etc, (Lepeta et al.,
2016). Existen dos tipos de sinapsis, las eléctricas y las quimicas. En las sinapsis eléctricas
la comunicaciéon entre neuronas se realiza a través de unos complejos proteicos
llamados conexones; cada conexdén estd formado por seis conexinas. El impulso
eléctrico en forma de potencial de accién se transmite de una neurona a otra, al pasar
los iones de un citoplasma a otro. Son sinapsis poco abundantes en relacién a las
guimicas, pero con un papel fundamental en sincronizacién del impulso nervioso en
determinados grupos de neuronas.

Las sinapsis quimicas son aquellas en las que el impulso eléctrico se convierte en una
sefial quimica, y son mayoritarias en nuestro sistema nervioso. En una sinapsis quimica
encontramos siempre tres elementos clave: el terminal presinaptico, la hendidura y el
terminal postsindptico (Figura 1). En el elemento presinaptico se encuentran las
proteinas reguladoras de la liberacién de los neurotransmisores (NTs). Los NTs se
encuentran almacenados dentro de vesiculas, preparados para liberarse en la hendidura
sindptica ante la llegada de la sefial eléctrica en forma de potencial de accién. Al ser
liberados, difunden por la hendidura hasta el terminal postsinaptico donde se
encuentran los receptores especificos de NTs.

Las sinapsis quimicas son unidireccionales, la informacion sélo se transmite desde el
terminal presindptico al postsinaptico. La otra propiedad a destacar es que la fuerza del
efecto sobre la célula postsinaptica es variable y es dependiente de la cantidad de
neurotransmisor liberado por el terminal presinaptico y la cantidad y tipo de receptores

del terminal postsinaptico.
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Las sinapsis son estructuras muy dindmicas que pueden verse modificadas (Roo et al.,
2008 ), (Jordan-Alvarez et al., 2017), por ciclos de luz/ oscuridad, por el aprendizaje, por
la edad o por el sexo del individuo ademds de otros procesos fisioldgicos. El periodo de
tiempo en el que pueden tener lugar los cambios sinapticos abarca desde el
nanosegundo, durante la fosforilacién de proteinas, hasta los afios, durante el
envejecimiento normal (Mansilla et al., 2018). La regulacién en el nUmero y en la fuerza
de las sinapsis define toda la actividad cerebral y su desregulacién es clave en el
desarrollo de la mayoria de las enfermedades del sistema nervioso. Sin embargo, las vias
de senalizacidon que controlan el nimero de sinapsis y su actividad no son del todo
conocidas.

La pérdida de sinapsis es uno de los primeros eventos que suceden en enfermedades
neurodegenerativas como las enfermedades de Alzheimer o de Parkinson (Matuskey
et al., 2020). En el campo de la psiquiatria, los pacientes con esquizofrenia presentan
una leve pérdida de las sinapsis inhibitorias (Osimo et al., 2019). Pero no sélo la pérdida
de sinapsis produce alteraciones en la funcién neuronal. Las modificaciones en los
circuitos glutamatérgicos, que derivan en el aumento del numero de sinapsis, pueden
provocar episodios de epilepsia (Scharfman, 2007). Un exceso de sinapsis y la falta de
maduracion, es la consecuencia de enfermedades del neurodesarrollo como el
sindrome del X fragil o el sindrome de Down (Dictenberg et al., 2008), (Weitzdoerfer
et al., 2001).

Entendiendo la sinapsis como la unidad minima del cerebro, todas estas patologias
donde se vean afectadas las sinapsis en su nimero y/o actividad pueden agruparse con
el término de sinaptopatias. Comprender las causas comunes y las diferencias en la
disfuncién sindptica asociada a patologias, podria ofrecer nuevas pistas sobre la
intervencién terapéutica basada en la sinapsis para los trastornos neuroldgicos vy

neuropsiquiatricos.

1.2 TRANSMISION DEL IMPULSO NERVIOSO

Las dendritas son como raices fibrosas que se ramifican desde el cuerpo celular de la
neurona. Al igual que unas antenas, las dendritas reciben y procesan sefiales de los
axones de otras neuronas. Las neuronas pueden tener mas de un conjunto de dendritas,

conocidas como arboles dendriticos. Un axdn es una estructura larga, en forma de cola,
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que se une al cuerpo celular en una unién especializada llamada cono del axén. Cuando
la neurona recibe la sefial sindptica de entrada a través de las dendritas, los potenciales
de membrana se transmiten a través del soma hasta llegar al cono axénico dénde los

potenciales se suman e integran y de donde partiran los potenciales de accién que se

transmitiran a lo largo del axdn. Muchos axones estan aislados con una sustancia grasa

llamada mielina. La mielina ayuda a los axones a conducir la sefial eléctrica. El axdn se
origina del soma como una estructura triangular llamada cono axdnico; se continta con
el segmento inicial que no posee vaina de mielina y luego con el segmento principal que
puede o no tener vaina de mielina, lo que determina la formacién de axones mielinicos

(de conduccidn rapida) o axones amielinicos (de conduccidn lenta).

neurotransmisor

. transportador de
/’ ° neurotransmisores
\ > \ > terminal

vesicula sinaptica ——— %, del axén
\ S

canales de calcio Yoy
dependientes del ——§ “\> S \ )

voltaje . hendidura
& T receptor sinaptica

densidad 'I. 7f 1r Y
postsinaptica dendrita

Figura 1. Esquema de los elementos de la sinapsis. El potencial de accién hace que
se liberen neurotransmisores a través de la hendidura sindptica, provocando una
sefal eléctrica en la neurona postsindptica. (Imagen: Por Thomas Splettstoesser)

SINAPSIS QUIMICA SINAPSIS ELECTRICA ‘
Hendidura: 20 nanémetros Espacio entre: 3,5 nanémetros
Velocidad: 120m/s Velocidad: casi instantanea
Sin pérdida de intensidad de la sefial La fuerza de la sefial disminuye
Excita o inhibitoria Sélo excitatoria

Tabla 1. Tabla donde se representan las principales diferencias entre la sinapsis
guimica y la sinapsis eléctrica
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La llegada del potencial de accidn al botén presindptico supone la entrada del Ca?*, el
cual desencadena la liberacién de neurotransmisor desde el terminal presindptico hacia
el postsindptico. Este trabajo se ha desarrollado en la mosca vy el ratdn, asi bien, la
sinapsis debe verse como un dispositivo conservado para la comunicacién entre las
células neurales de todos los animales; en esencia, la sinapsis consiste en una forma de
exocitosis localizada dependiente de Ca?*que constituye la unidad funcional de todos
los sistemas nerviosos (Kérber&Kuner, 2016).

El Ca*? intracelular modula la unién de vesiculas, que contienen los neurotransmisores,
a la membrana plasmatica del terminal presindptico gracias a la accién del complejo
proteico SNARE. Esta interaccidn es necesaria para acoplar las vesiculas sinapticas listas
para la exocitosis (Z. Zhang et al., 2013) y favorece la liberacién de NTs a la hendidura
sindptica (Figura 2). Finalmente, los neurotransmisores se unen al receptor ubicado en
la membrana del lado postsinaptico, y desencadenan cascadas de seiializaciéon que
provocan cambios a corto o largo plazo en la célula receptora.

La entrada de calcio en el terminal presindptico requiere un ajuste fino para garantizar
el equilibrio correcto en la activacién de los procesos dependientes del calcio, este
control depende de dos tipos de sefiales, las sefiales intracelulares que controlan la
entrada de calcio en el terminal presindptico y las proteinas de unidn al calcio que

responden de manera diferente dependiendo de los niveles intracelulares de calcio.
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Sinapsis Quimica
Pasos de la transmision
sinaptica

Los neurotransmisores se
sintetizan y almacenan en
vesiculas.

El potencial de accién
llega a la terminal
presindaptica

Los canales Ca?*
@ activados por voltaje se
abren, permitiendo la :
entrada de Ca**  (Cg%*.. El neurotransmisor se
- elimina por captacion
glial.
Ca2+ permite el
acoplamiento de
vesiculas y la liberacion
de NTs

(o degradacion
enzimatica)

El neurotransmisor se
@ une a los receptores, lo

que hace que los
canales se abran (o
cierren)

Potencial postsinaptico
generado (excitador o
inhibidor)

Figura 2. Dibujo que explica las distintas etapas que se suceden en una sinapsis
quimica y la relevancia del ion Calcio. Figura generada con BioRender.

Las proteinas de unidn a calcio son un grupo de proteinas que participan en las vias de
sefializacion y almacenamiento de calcio. Aunque las proteinas de unidn a calcio son
heterogéneas en propiedades y estructura, una caracteristica comun es la capacidad de
unir Ca*2en dominios especificos.

Un tipo de proteina de unidn a calcio son los sensores de Calcio, se caracterizan por su
capacidad de cambiar de conformacién en funcién de los niveles de calcio y con ello
unirse a dianas especificas y modificar su funcién. Una via bien estudiada involucra a la
Calmodulina. La unién de calcio a la Calmodulina desencadena una cascada de
sefializacion a través de las proteinas quinasas dependientes de Calmodulina. La
activacion de esta cascada mejora la eficacia de la transmisidn sindptica y, participa en
el fendmeno de consolidacion de la memoria (Lisman et al., 2002).

Otro sensor de calcio es el sensor de calcio neuronal (NCS-1). Fue descubierto por
primera vez en Drosophila melanogaster con el nombre de Frequenin (Frq) (Pongs et al.,
1993) y su secuencia y funcién se conservan en vertebrados (Nef et al., 1995). La Frq /

NCS-1 a través de las proteinas dianas a las que se une, participa en el crecimiento del
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terminal sindptico (Dason et al., 2009), en el aprendizaje y la adquisicion de memoria.
Ademas es capaz de regular el nimero de sinapsis y la probabilidad de liberacién de

neurotransmisor (Romero-Pozuelo et al., 2007)(Dason et al., 2009).

1.3 REGULACION SINAPTICA

La complejidad de las funciones del cerebro humano esta relacionada con la evolucién
acelerada de las sinapsis en primates. Las sinapsis pueden operar también
independiente del cuerpo celular y su destacada complejidad da como resultado una
gran variedad de posibles alteraciones. La disfuncion sindptica puede deberse a
alteraciones en sus mecanismos moleculares intrinsecos o derivarse de cambios
bioquimicos adicionales en el entorno circundante.

Para mantener una funciéon cerebral adecuada es necesaria una buena regulacién del
numero de sinapsis, la actividad de cada sinapsis y un balance adecuado de transmisién
sindptica (excitatoria o inhibitoria). Cuando el equilibrio se rompe, puede derivar en
patologias aparentemente tan diferentes como ansiedad, depresién, esquizofrenia,
trastorno bipolar, espectro autista, ademds de otras mds caracterizadas
molecularmente como son las enfermedades neurodegenerativas.

La sinapsis también puede verse afectada por la regulacion hormonal. El cerebro
contiene receptores para diversas hormonas siendo los mayoritarios los de las
hormonas tiroideas (las producidas por la tiroides) y las seis clases de hormonas
esteroides, que se sintetizan a partir del colesterol: andrégenos, estrégenos,
progestinas, glucocorticoides, mineralocorticoides y vitamina D. Los receptores se
encuentran en poblaciones especificas de neuronas en el cerebro. Las hormonas
tiroideas y hormonas esteroides se unen a proteinas receptoras que, a su vez, se unen
al ADN y actiian como factores de transcripcion regulando la expresion de una variedad
de genes. Esto puede resultar en cambios a corto plazo o en cambios duraderos en la
estructura y funcién celular. Como resultado, los circuitos del cerebro y su capacidad de
neurotransmisiéon cambian en el transcurso de horas a dias. De esta manera, el cerebro
ajusta su desempefio y control del comportamiento en respuesta a un entorno
cambiante.

El término "sinaptopatia"”, cada vez mas utilizado, se refiere a trastornos del cerebro que

han surgido por disfuncidon sinaptica. El término se remonta a una revisiéon del
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laboratorio del Dr. Patrik Brundin (Universidad de Lund, Suecia) al discutir la enfermedad
de Huntington como resultado de un fallo sindptico (Li et al., 2003). En su definicion mas
amplia, resume cualquier perturbacion en la que mecanismos aberrantes se
correlacionan con disfuncién sindptica independientemente de su fisiopatologia origen.
Este hecho pone de manifiesto la importancia de la regulacidn en el nivel y la funcién de
proteinas sindpticas en el progreso de los trastornos neuroldgicos. Ademas, la
disfuncién sindptica es una caracteristica de varios trastornos neurolégicos que no se
encuentran explicados por mutaciones genéticas, como son la enfermedad de
Alzheimer o la Enfermedad de Parkinson. En el desarrollo patolégico de estas
enfermedades, la disminucién de la densidad de sinapsis y la disfuncién sinaptica
ocurren antes de la muerte neuronal. Por lo tanto, es tentador especular que los
elementos moleculares intrinsecos de las sinapsis son candidatos clave para contribuir
o incluso causar un funcionamiento defectuoso en el cerebro.

A continuacidn, revisaremos aspectos clave de la disfuncién sindptica en los trastornos

neurodegenerativos que seran estudiados durante este trabajo.
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Figura 4. Dibujo que representa los estimulos enddgenos y exdégenos que pueden
modificar la funcién sindptica. Durante la vida del individuo se suceden cambios
fisiologicos en la funcidn sindptica debido a fluctuaciones hormonales, o cambios
neuroldgicos como la variacion del numero de espinas dendriticas ante una situacién
patoldgica, o cambios en la liberacion de neurotransmisor. Todos estos cambios
conforman la plasticidad sinaptica.
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1.4 TRASTORNOS NEUROLOGICOS: ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo que representa
alrededor del 60% de todos los casos de demencia (Barker et al., 2014)(Ferri et al.,
2005). Los signos tempranos de la enfermedad incluyen la pérdida de memoria de
eventos o conversaciones recientes. A medida que la enfermedad progresa, una persona
con EA presentard un grave deterioro de la memoria y perdera la capacidad para llevar
a cabo las tareas cotidianas. La EA es principalmente esporddica. Existen variantes
alélicas de determinados genes, como el transportador de colesterol mayoritario en
cerebro, conocido como apoliproteina E (ApoE). El tipo ApoE4 es el mayor factor de
riesgo, aparte del envejecimiento, hoy en dia, para la aparicién de la EA de tipo
esporadico. Sélo una pequena fraccion de casos (1-5%) es claramente atribuible a
mutaciones familiares. Las mutaciones mas comunes ligadas a EA se encuentran en el
de la proteina precursora del-amiloide (APP) y en las regiones que codifican para el gen
de la presenilinal (PSEN1) o presenilina 2 (PSEN2) que codifican para las proteasas que
cortan la APP (Goate et al., 1991) (Sherrington et al., 1995).

La APP es la molécula precursora del amiloide, cuya protedlisis genera el péptido beta
amiloide (AB), un polipéptido que contiene de 37 a 49 aminodcidos, cuya forma fibrilar
es el componente principal de las placas amiloides que se encuentran en el cerebro de
los pacientes con enfermedad de Alzheimer (Figura 5). Los cerebros con EA pueden
contener, ademas, ovillos neurofibrilares, un conglomerado anormal de proteinas
compuesto por pequeiias fibrillas entrelazadas dentro de las neuronas, y compuestos
principalmente de proteina tau agregada (Mucke & Selkoe, 2012) (D. Selkoe et al.,
2012).

La APP es una proteina de membrana que se expresa en muchos tejidos pero que se
concentra en las sinapsis de las neuronas. Esta proteina funciona como un receptor de
la superficie celular y parte de sus funciones se relacionan con la formacion de sinapsis,
plasticidad neural, actividad antimicrobiana, y exportacidon de hierro. En la clinica,
observaciones derivadas de dos ensayos clinicos antiamiloides de fase lll, han reforzado
la idea de que la lucha contra el amiloide depositado no representa la estrategia mas

eficaz hacia la terapia de la EA (Doody et al., 2014)(Salloway et al., 2014).
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Figura 5. Dibujo que representa la diferencia entre una neurona sana y otra afectada
por la acumulacién de placas amiloides que deriva en el desarrollo patolédgico de la
enfermedad de Alzheimer

El paradigma acerca del desarrollo patolégico de la enfermedad de Alzheimer ha
mejorado sustancialmente a lo largo de los anos después de descubrir que ni las placas
de B-amiloide, ni el volumen de ovillos neurofibrilares se correlacionan con la gravedad
del cuadro clinico de demencia asociada a la enfermedad, mientras que si hay relacién
directa con la pérdida de terminaciones nerviosas y la disfuncién sinaptica presente en
el deterioro cognitivo (Terry et al., 1991), (Nagy et al., 1995), (Kril et al., 2002).

Los tratamientos farmacoldgicos actuales, basados en gran medida en mejorar la
sefializacion colinérgica, (que se pierde derivado de la disfuncién sinaptica), o atenuar
la funcionalidad de los receptores NMDA de las sinapsis glutamatérgicas, sélo
proporcionan un modesto alivio sintomdtico de la patologia, y no trata la causa
subyacente o retrasa de forma significativa la progresion de la enfermedad (D. J. Selkoe,
2011).

A pesar de que las sinapsis no parecen ser el punto de partida para la patologia de la EA,
se postula la nocién de que varios mecanismos patogénicos implicados en el progreso

de la enfermedad pueden actuar sinérgicamente para promover la disfuncién/pérdida
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de sinapsis. Es por ello que las estrategias destinadas a prevenir el fallo sindptico podrian
proporcionar un mayor beneficio terapéutico en el declive de los procesos cognitivos de

la EA.

1.5 TRASTORNOS NEUROLOGICOS: ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno cerebral progresivo causado por un
solo gen defectuoso. La EH se caracteriza por la muerte prematura particularmente de
las neuronas estriatales (principalmente GABA-érgicas), la pérdida de la sustancia gris es
extensa y da como resultado el agrandamiento de los ventriculos cerebrales laterales.
Debido a la atrofia general, el peso del cerebro puede disminuir en un 40%.

La enfermedad de Huntington se clasifica dentro de las 7.000 enfermedades raras que
existen en el mundo, esto es una enfermedad minoritaria que afecta a uno de cada
10.000 habitantes en el mundo. La enfermedad de Huntington, también conocida
“corea de Huntington”, afecta en Espafa a mas 4.000 personas (Rawlins et al., 2016).
El trastorno lleva el nombre de George Huntington, M.D., el médico que lo describié por
primera vez a fines del siglo XIX. El gen codifica una proteina llamada huntingtina. La
funcién normal de esta proteina aln no se conoce, pero se llama "huntingtina" porque
los cientificos identificaron su forma defectuosa como la causa de la enfermedad de
Huntington. Este gen se encuentra en el cromosoma 4 y su defecto implica repeticiones
adicionales patoldgicas del triplete CAG conforme al gen de la huntingtina normal, que
incluye de 17 a 20 repeticiones. De los 67 exones que tiene este gen, la alteracidén ocurre
en el primero. Este defecto es "dominante", lo que significa que cualquier persona que
lo herede de un padre o madre con Huntington eventualmente desarrollara la
enfermedad.

La prevalencia de la EH varia mas de diez veces entre diferentes regiones geograficas,
siendo la poblacién asidtica la que presenta menor incidencia. Esta variaciéon puede
atribuirse en parte a diferencias en la determinacién de casos y / o criterios de
diagnéstico.

Los sintomas de la enfermedad de Huntington generalmente se desarrollan entre los 30
y los 50 afios. Es de destacar que la forma juvenil de HD representa el 6% de los pacientes
en HD. El sintoma distintivo de la enfermedad de Huntington es el movimiento

incontrolado de brazos, piernas, cabeza, cara y parte superior del cuerpo. Esta
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enfermedad también causa una disminucién en las habilidades de pensamiento vy
razonamiento, incluida la memoria, la concentraciéon, el juicio y la capacidad para
planificar y organizar.

La expansion de poliglutaminas impide que la proteina se pliegue correctamente y los
mecanismos de proteostasis fallan al intentar eliminar la proteina mal plegada. La
huntingtina mutada y los fragmentos derivados pueden entrar al nucleo donde agregan
formando las caracteristicas inclusiones intranucleares, las cuales interfieren con la
expresidon génica. Este agregado intranuclear secuestra un conjunto de proteinas
activadoras o represoras de la expresidon génica, afectando a la expresién de diversos
genes criticos para la supervivencia neuronal. En esta enfermedad, la disfuncién
sindptica de nuevo precede a la muerte de la neurona, por lo que conocer los
mecanismos implicados en la regulacion sinaptica puede arrojar luz para mitigar los

efectos derivados de la patologia de la enfermedad de Huntington.
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Figura 6. Dibujo esquematizado de la proteina Huntingtina mutada. La expansién
patoldgica de poliglutaminas (triplete CAG) impiden que la proteina se pliegue
correctamente causando degeneracion neuronal.

En capitulos anteriores se ha comentado la disfuncién sindptica como un evento previo
a la muerte neuronal en diversas patologias neuroldgicas. Por ello, en investigaciones
recientes se han descrito diversas estrategias terapéuticas centradas en la posibilidad
de corregir esta disfuncién. Muchas de ellas, son terapias farmacoldgicas que residen en

la interaccion de pequefias moléculas con proteinas involucrados en la homeostasis
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sindptica. En este trabajo describimos algunos de los ejemplos mas recientes de dianas

farmacoldgicas que pueden ayudar a revertir el fendmeno de disfuncidn sinaptica.

1.6 INTERACCION NCS1 (Frg2) Y RiC8a COMO DIANA TERAPEUTICA

Para un correcto funcionamiento de la transmisidn nerviosa, es necesario un balance
adecuado entre el numero de sitios liberadores y la probabilidad de liberacién de
neurotransmisor, caracteristicas que se regulan de forma antagdnica. En nuestro
laboratorio se ha identificado por primera vez, un elemento clave para esta regulacién,
el sensor de calcio NCS-1 (Frq2 en mosca). Los mutantes de mosca con pérdida de
funcién en el gen Frg2 tienen aumentado el niUmero de sinapsis al tiempo que reducen
su probabilidad de liberacién. A su vez, mutantes con exceso de funcién de Frg2
mostraron el efecto contrario (Dason et al., 2009), (Romero-Pozuelo et al., 2007),
(Figura 8). El gen NCS-1 es un sensor de calcio, que interacciona con otras proteinas
modificando su actividad. Previamente en el laboratorio se identific6 el complejo
formado con la proteina Ric8a, (activador de proteinas G independiente de receptor),
como una proteina clave para explicar los efectos de NCS-1 sobre el numero vy la
actividad sinaptica. Ric8a se une a NCS-1 (Frq2 en mosca) con una gran especificidad de
union por los aminoacidos diferenciales R94 y T138 de la Frg2. Las proteinas humanas
NCS-1 y Ric8a reproducen la unién y mantienen los requisitos estructurales en estas

posiciones clave, que se establecieron con los ortélogos de Drosophila.

Ric8a —_—

PROBABILIDAD NUMERO DE SINAPSIS
LIBERACION NT

Figura 7. Diagrama resumen con los roles funcionales de las proteinas analizadas. En
condiciones normales, Frqg2 (NCS-1 en humanos) se une a Ric8a, impidiendo la sefializacién
a través de las proteinas G. Después de la oleada de Ca?*, Frg2 se une a Ca?*, cambiando
su conformacion. Este cambio libera Ric8a, que desencadena la cascada de sefializacidon a
través de Gs y Gq para regular el nimero de sinapsis.
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Figura 8. Grafica de experimentos previos del laboratorio donde se muestra el equilibrio
entre Ric8y Frq2 en la regulacidén del numero de sinapsis (Romero-pozuelo et. al 2014).
En gris se muestran los tres promotores Gal4 (C155, OK6, D42) utilizados en el estudio
para mostrar controles con un numero de sinapsis equivalentes. La reduccidon del
numero de sinapsis se produce al modular la expresién de las construcciones que
reducen la expresién de Ric8a como en las que sobreexpresan Frg2. A pesar de que la
sobreexpresidn de Ric8a (1Ric8a) no produce efectos significativos, en combinacién con
la eliminacién de Frq2 (|Frq2) da como resultado un fuerte aumento en el nimero de
sinapsis. De acuerdo con esto, la combinacién de sobreexpresidén de Frq2 y caida de
Ric8a (1Frq2 |Ric8a) muestra una disminucidn significativa en el nUmero de sinapsis, y
la sobreexpresion de Frq2 y Ric8a (1Frq21Ric8a) suprime este efecto. Estos datos indican
gue Frg2 actua como regulador negativo de Ric8a en el control del nimero de sinapsis.

Estas investigaciones llevaron a proponer al complejo NCS-1/ Ric8a como una diana
terapéutica para las sinaptopatias. Se realizaron experimentos de rastreo virtual con una
libreria de pequefias moléculas y se pudieron identificar moléculas inhibidoras de la
formacién del complejo. Después, Se demostrd que inhibiendo la interaccidn entre NCS-
1y Ric8a, se restaura el nUmero normal de sinapsis en un modelo animal de sindrome
de X fragil (Mansilla et al., 2017). Una vez validado el complejo NCS-1/Ric8a como diana
terapéutica se amplié la busqueda de moduladores del complejo. Se identificaron un
grupo de moléculas de tipo acilhidrazonas que en este caso no inhibian el complejo, sino

gue lo potenciaban por lo que su aplicacidon terapéutica podria dirigirse a restablecer la
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funcidn sinaptica en enfermedades neurodegenerativas. Parte del trabajo de esta tesis

ha sido la validacion en modelos in vivo de uno de estos compuestos.

1.7 RECEPTORES IMIDAZOLICOS COMO DIANA PARA DISFUNCIONES SINAPTICAS

Los receptores imidazolinicos se identificaron originalmente por su capacidad de unir
ligandos adrenérgicos radiomarcados como [3H] Clonidinao [3H] Idazoxan, aunque no
actlan como receptores adrenérgicos y su mecanismo de accién no es del todo conocido
(Bousquet et al., 1999).

Pueden ser de tres tipos: 11, 12 e I3. Los receptores de interés para esta Tesis son los
llamados 12, estos receptores se localizan en las mitocondrias de las neuronas del nucleo
arcuato, putamen, glébulo palido, glandula pineal (en estos en gran proporcién), corteza
cerebral, talamo, hipocampo y amigdala (en estos ultimos en una proporcién inferior
(Bektas et al., 2015). Los receptores 12 no estan acoplados a proteinas G, pero acttan
como moduladores alostéricos modificando los niveles de monoaminas, siendo una
potencial diana farmacoldgica en el tratamiento de enfermedades mentales,
enfermedades neurodegenerativas. Del mismo modo, se conoce, ademads, que estos
receptores estan involucrados en la reduccién de la temperatura corporal, en Ia
antinocicepcién (tanto en dolores agudos como cronicos), en el control central
noradrenérgico, en el control del eje hipotalamo adrenal, asi como en la regulacién de
la motilidad del intestino delgado (Bektas et al., 2015).

Recientemente, se ha comprobado que los niveles de receptores imidazdlicos 12 estaban
aumentados en los cerebros de pacientes que habian fallecido a causa de la enfermedad
de Alzheimer (Vasilopoulou, Grifidn-Ferré, et al., 2021). Por lo tanto, existe la hipdtesis
de que estos receptores desempefian un papel importante en la enfermedad.

En esta tesis doctoral hemos estudiado el papel de compuestos ligando de receptores |,

de nueva sintesis, en la regulacion de patologias sinapticas.
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I.-DROSOPHILA MELANOGASTER  COMO _MODELO

EXPERIMENTAL EN NEUROCIENCIA

2.1 LA INVESTIGACION EN MOSCA

Los animales tienen requisitos fisioldgicos fundamentales, al igual que nosotros, las
moscas pueden moverse, aprender, respirar o reproducirse. Compartimos historia
evolutiva, y muchos de nuestros érganos y funciones tienen origenes y propdsitos
comunes, a menudo regulados incluso, por los mismos genes (Figura 9). Ademas,
aproximadamente el 70% de todos los genes conocidos relacionados con enfermedades
humanas tienen descritos ortélogos funcionales en Drosophila melanogaster (Reiter &
Bier, 2002). Debido a su sencilla manipulacién, abundante progenie y mantenimiento,
la mosca se convierte en una magnifica herramienta para el estudio de las funciones
fisiolégicas. La investigacion con Drosophila melanogaster ha contribuido durante
décadas a nuestra comprension tanto de la neurociencia fundamental (Bellen et al.,
2010), como de los trastornos neuroldgicos (Ozdowski et al., 2015); (Tan & Azzam,

2017); (Xiong & Yu, 2018).
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Figura 9. Representacion grafica de las similitudes en la organizacion anatémica entre el
humano y la mosca. (Adaptado de A. Prokop).

29



2.2 DROSOPHILA MELANOGASTER COMO HERRAMIENTA DE ESTUDIO DEL SISTEMA

NERVIOSO
Drosophila melanogaster pertenece al grupo de animales modelo no-mamiferos, dénde
se ha podido caracterizar con gran detalle el funcionamiento del sistema nervioso. Su
principal ventaja en neurobiologia reside en su relativa simplicidad con un nimero
reducido y cuantificable de células y centros neuronales de menor complejidad.

Al hablar del sistema nervioso central (SNC) tanto en moscas, como en humanos
encontramos, por un lado, el cerebro (en la regién de la cabeza) y por otro, la médula
espinal (en el caso de los humanos), o la médula ventral en el caso de la mosca (Figura

10).

El sistema nervioso periférico de ambos organismos se, subdivide en dos segmentos:
los nervios motores que conducen informacion desde el SNC a los musculos y los nervios
sensoriales, los cuales conducen informacidn desde los drganos sensoriales al SNC. En
ambos organismos, las neuronas sensoriales (o cuerpos celulares de las células
nerviosas) se encuentran fuera del SNC. En los humanos, en los ganglios de la raiz dorsal,
y en la mosca en la superficie del cuerpo. Igualmente, para ambos organismos los
drganos sensoriales estan implicados en funciones como el equilibrio, termorregulaciéon
o recepcion de estimulos nocivos.

Ademas, los mismos genes dotan de sinapsis y de la capacidad de generar potenciales
de accién a las células nerviosas. Este hecho ha llevado a la ciencia a descubrir
mecanismos fundamentales en el establecimiento de la sinapsis, incluidos los eventos

implicados en patologias neurodegenerativas.
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Figura 10. El sistema nervioso, estructuralmente hablando, se encuentra conservado
entre los humanos y la mosca. (Adaptado de A. Prokop).
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Las uniones neuromusculares (NMJs) de Drosophila melanogaster han sido
ampliamente utilizadas como modelo de estudio de la fisiologia sinaptica (J.-Y. Lee et al.,
2009). Durante el desarrollo y consecucion de las etapas embrionarias, las neuronas
motoras extienden sus axones hacia sus correspondientes dianas musculares. Cada axén
motor sigue una via determinada especifica para un musculo o grupo de musculos. Una
vez en el musculo, las neuronas motoras se ramifican con un patrén caracteristico. Las
motoneuronas de vertebrados son colinérgicas, mientras que, en la mosca, las neuronas
motoras son glutamatérgicas.

El sistema neuromuscular larvario de la mosca, tiene un patrén relativamente simple
gue consiste en hemisegmentos abdominales de A2 a A7, de alrededor de 36 neuronas
motoras y 30 musculos, similar al abdomen de mosca adulta con hemisegmentos de | a
VIl (Landgraf & Thor, 2006) (Figura 11) .

En este trabajo usaremos la unién neuromuscular (NMJ) de larva y de adulto de
Drosophila melanogaster para estudiar los mecanismos de regulacion sindpticos en

modelos de AD y EH.
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Active Zone

Figura 11. Esquema representativo de la zona ventral anterior del abdomen de la mosca adulta.
(A-C) Dibujos esquematicos que muestran el abdomen de Drosophila melanogaster y la unién
neuromuscular ubicada en el tercer segmento abdominal. (D) A la izquierda, imagen de
microscopio que muestra las zonas activas (verde) y los musculos (naranja) de la unidn
neuromuscular. En la imagen de la derecha sélo las zonas activas. Barra de escala = 20 um
Modificado de la tesis doctoral de la Dra. Arnés (Adaptado de A. Prokop y Lawrence y Johnston,
1982).
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lIl. EL PAPEL DEL SEXO BIOLOGICO EN LA REGULACION

SINAPTICA

3.1 SEXO Y GENERO EN DESARROLLOS PATOLOGICOS

El estudio del sexo en neurobiologia estd siendo tan relevante como controvertido.
Articulos recientes muestran que el sexo influye en la expresion génica en todos los
tejidos humanos y condiciona, entre otros aspectos, la respuesta a tratamientos
farmacoldgicos (Oliva et al., 2020).

Todos los animales han desarrollado un repertorio de comportamientos innatos que dan
como resultado respuestas sociales y sexuales estereotipadas al medio ambiente. Los
esteroides , el genoma o los mecanismos epigenéticos entre otros, estan implicados en
la presencia de circuitos neuronales sexualmente dimdrficos (Shah et al., 2004). Muchas
funciones neuronales y conductuales se ven afectadas por diferencias sexuales que
incluyen el estado de danimo, la funcién cognitiva, la coordinacién motora o el dolor,
entre otras (Panzica & Melcangi, 2016)(McEwen & Milner, 2017).

Los trastornos y las enfermedades se investigan considerando a los humanos como una
poblacién homogénea de individuos, o como una poblacién binaria dicotomizada en dos
sexos. Se han observado diferencias sexuales en trastornos psiquidtricos (p. Ej.,
epilepsia, esquizofrenia, autismo, ansiedad y depresidén) trastornos psiquiatricos
relacionados con el estrés y trastornos adictivos), trastornos del neurodesarrollo,
enfermedades autoinmunes, trastornos neurodegenerativos (p. Ej., enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis multiple
(Young & Pfaff, 2014)(Figura 12). Las razones adscritas al efecto del sexo no se
comprenden bien, pero las hormonas sexuales , asi como los factores ambientales, se

han estudiado ampliamente para explicar este fendémeno (Kodama & Gan, 2019).
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Figura 12. Diferencias de sexo en la prevalencia de trastornos neurodegenerativos y
neuropsiquiatricos. Abreviaturas: TDAH, trastorno por déficit de atencidon con
hiperactividad. llustracién generada con BioRender.

A pesar del conocimiento bien establecido de que los hombres y las mujeres difieren en
su predisposicidn a las enfermedades neuroldgicas, rara vez se considera el género al
tomar decisiones de diagndstico o tratamiento. Por lo tanto, una mejor comprensién de
los fundamentos moleculares detras de estas diferencias sexuales podria ayudar a
desarrollar terapias mas dirigidas con mayores tasas de éxito, especialmente en

enfermedades donde las diferencias sexuales son mas prominentes.

3.2 INFLUENCIA DEL SEXO EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Un numero sustancialmente mayor de mujeres que de hombres padece la enfermedad
de Alzheimer (EA) en todo el mundo (proporcion 2: 1 mujeres: hombres).

Una opinidon comun es que las diferencias de sexo en la frecuencia de la EA se explican
en gran medida por la esperanza de vida mas larga en mujeres, incluso después del

diagndstico de EA, y por la supervivencia selectiva de los hombres con mejor salud
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cardiovascular hasta la vejez. Pero, se ha observado que en los paises de ingresos bajos
con esperanzas de vida mads corta existe una mayor incidencia también en mujeres. Estos
resultados sugieren que factores socioeconédmicos, como la educacidn y la ocupacién,
ademads de los mecanismos bioldgicos, estdn en juego para determinarse como
auténticos factores de riesgo.

Ademas, numerosos estudios han identificado diferencias entre sexos en el espectro
completo de manifestaciones clinicas de la EAy a lo largo del continuo de la enfermedad,
desde la EA preclinica hasta la demencia grave. En enfermos diagnosticados con déficit
cognitivo leve para la EA, se ha descrito que el deterioro cognitivo es mas rapido en
mujeres que en hombres a lo largo del primer afio y se vuelve dos veces mas rapido en
8 afios (Ferretti et al., 2018). La evidencia disponible indica que los hombres que son
diagnosticados con EA tienen mas probabilidades que las mujeres de mostrar apatia,
agitaciéon y comportamiento abusivo y socialmente inapropiado, mientras que las
mujeres presentan con mayor frecuencia depresion, reclusion, inestabilidad emocional,
delirios, y deterioro en sintomas afectivos y maniacos (Ferretti et al., 2018). Por otro
lado, los niveles de péptido B-amiloide medido con imdagenes cerebrales basadas en PET
y analisis bioquimicos del liquido cefalorraquideo no difieren entre los sexos.

Se ha propuesto que el déficit hormonal en mujeres posmenopausicas, caracterizado
por una caida repentina en los niveles de estrégenos circulantes, es un factor de riesgo
en la EA (Vest & Pike, 2013). Las hormonas esteroides sexuales también pueden
impulsar las diferencias sexuales en la EA a través de sus efectos organizativos durante
la diferenciacion sexual del desarrollo del cerebro (Pike, 2017).

El estudio y la notificacidn sistematicos de las diferencias de sexo en la sintomatologia
de la enfermedad, los biomarcadores, la progresion, los factores de riesgo y las
respuestas al tratamiento seran cruciales para el desarrollo y la implementacion de la

medicina de precision en la EA.

3.3 INFLUENCIA DEL SEXO EN LA ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

La influencia del sexo en la enfermedad de Huntington (EH) no ha sido tan ampliamente
estudiado como con la EA, pero varios trabajos muestran que también hay un efecto de
género en la presentacién fenotipica y la tasa de progresidn de la enfermedad en la EH.

Algunos trabajos muestran un fenotipo ligeramente mas grave y una tasa de progresion
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mas rapida en las mujeres (Zielonka et al., 2013). Otros estudios, muestran que los
pacientes presentan diferencias significativas, y dependientes del sexo, en los sintomas
motores, cognitivos y conductuales (Turcano & Savica, 2020). Ambos sexos empeoran
los sintomas motores progresivamente, pero hay una disparidad significativa entre los
sexos, siendo las mujeres las que presentan sistematicamente sintomas de mayor
gravedad que los hombres. Para los defectos de comportamiento, las mujeres tienen
significativamente mads sintomas con cuadros depresivos, aunque los sintomas en

ambos sexos se volvieron menos severos con el tiempo (Hentosh et al., 2021).

3.4 IMPACTO DEL DIMORFISMO SEXUAL EN NUESTRA COMPRENSION DE LOS

TRASTORNOS CEREBRALES: PAPEL DE LAS HORMONAS

Durante anos el cerebro no fue considerado como una de las dianas principales de la
actividad hormonal, excepto el hipotdlamo, relacionado con la regulacion reproductiva.
Ahora sabemos que el cerebro es una diana de la sefalizaciéon de toda la actividad
hormonal.

Ya sea que el criterio final sea lograr diferencias funcionales (para el éxito reproductivo)
o similitudes (como la cognicidn), esta claro que algunos circuitos de los cerebros
masculinos / femeninos operan bajo restricciones diferentes que pueden manifestarse
a nivel genético, molecular, celular y de sistemas. Si el sistema se ve desafiado por
factores externos, como el estrés, o internos como la enfermedad, las diferentes
organizaciones en los circuitos de los cerebros masculinos y femeninos responderan de
manera diferente a los desafios ambientales (endégenos o exdgenos) y emergen como

diferentes vulnerabilidades a los trastornos neurolédgicos y del comportamiento.

3.4.1 HORMONAS ESTEROIDEAS

Los distintos tipos de hormonas se liberan en los vasos sanguineos o en el espacio
intersticial donde circulan solas (biodisponibles), o bien son asociadas a ciertas proteinas
hasta alcanzar los drganos o tejidos diana donde actuan.

Dependiendo de su naturaleza quimica encontramos varios tipos de hormonas:

Hormonas esteroideas: Estas hormonas provienen del colesterol y son producidas

principalmente en los ovarios y testiculos, ademas de en la placenta y la corteza adrenal.
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Algunos ejemplos son: los andrégenos y la testosterona, producidos en los testiculos; y
la progesterona y el estrégeno, que se producen en los ovarios.

Hormonas proteicas y peptidicas: Son hormonas formadas por cadenas de aminoacidos

como la insulina o el glucagén producidos por el pancreas.

Hormonas derivadas de aminoacidos: Se sintetizan por reacciones enzimaticas a partir

de tirosina o triptéfano. Ejemplos son la adrenalina de la corteza adrenal o la melatonina
de la glandula pineal.

Las hormonas esteroides, pueden ser agrupadas en cinco grupos teniendo en cuenta el
tipo de receptor al que se unen: glucocorticoides, mineralocorticoides, andrégenos,
estrégenos, y progestagenos. Ya que los esteroides son solubles en los lipidos, pueden
entrar con bastante libertad desde la sangre a través de la membrana celular al
citoplasma de las células diana. En el citoplasma, el esteroide se une a receptores
especificos, son receptores nucleares porque actuaran como factores de transcripcion.
Con la unién del esteroide, muchos tipos de receptores esteroideos dimerizan: Dos
subunidades receptoras se unen para formar una unidad funcional que se pueda unir al
ADN y que pueda entrar al nucleo celular. Una vez en el nucleo, el complejo ligando
esteroide-receptor se une a secuencias especificas del ADN, que generalmente se
encuentran a cierta distancia aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcién, e induce

la transcripcion de sus genes diana (Figura 13).
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Figura 13. Esquema del mecanismo de accion de una hormona esteroidea sobre las
células diana. Algunos esteroides se unen a un receptor citoplasmico, que luego se
traslada al nucleo. Otras hormonas esteroides ingresan al nucleo y luego se unen a su
receptor. En ambos casos, el complejo esteroide-receptor puede unirse a un darea
especifica del ADN y activar genes especificos. Imagen generada con BioRender.

3.5.- LA IMPORTANCIA DE LOS ESTEROIDES EN EL DESARROLLO DE PATOLOGIAS

NEUROLOGICAS

Las hormonas esteroides con actividad en el sistema nervioso se denominan
"neuroesteroides" o "esteroides neuroactivos". Pueden ser sintetizados de novo en los
sistemas nerviosos central y periférico por neuronas y células gliales o, periféricamente
y luego atravesar la barrera hematoencefalica. Aunque se ha demostrado que los niveles
de hormonas esteroides en sangre periférica difieren de los que se obtienen en el liquido
cefalorraquideo, la medicion de sus niveles plasmaticos serd importante para
comprender la funcién cerebral, ya que las hormonas esteroides atraviesan la barrera
hematoencefilica.

Las hormonas esteroideas actlan sobre la actividad neuronal de manera no
permanente a través de varias vias como, por ejemplo: modulacién de las sinapsis

glutamatérgicas, GABAérgicas, serotoninérgicas o dopaminérgicas. Pero ademas los
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esteroidestienen la capacidad de alterar permanentemente la estructura del sistema
nervioso a través de una variedad de mecanismos, como la mielinizacién, poda neural,
remodelacién de la columna dendritica o la apoptosis.

Los neuroesteroides regulan diferentes areas del cerebro involucradas en la modulaciéon
del estado de animo, el comportamiento y la cognicién (Pinares-Garcia et al., 2018) (
Figura 14).

Concretamente, y hablando de hormonas sexuales, las fluctuaciones hormonales
femeninas durante las etapas reproductivas especificas de la vida de una mujer estan
relacionadas con una mayor susceptibilidad a desarrollar trastornos del estado de
animo, como trastorno disférico premenstrual, depresién posparto y depresién
perimenopadusica. La testosterona en varones también fluctia, pero a lo largo del dia,
las concentraciones matutinas son aproximadamente un 20-30 % mas altas que los
valores vespertinos. Aunque esta demostrado que los niveles de testosterona influyen
en el estado de animo y habilidades cognitivas, se ha referido a los niveles globales a lo
largo de la vida y no a las fluctuaciones diarias (Zitzmann & Nieschlag, 2001).

Ademas, los niveles de estrogeno y progesterona también pueden afectar diferentes
procesos cognitivos como la toma de decisiones, el reconocimiento de emociones, la
consolidaciéon de la memoria emocional y la extincién del miedo (Figura 14) tanto en
mujeres como en hombres. Durante el ciclo menstrual, cuando los niveles de estradiol
y progesterona son altos, las mujeres muestran mejores habilidades verbales y
disminuciones visuales-espaciales. = Ademds, los niveles bajos de estradiol vy
progesterona en primates no humanos ovariectomizados, inducen déficits de memoria
espacial, que se revierten con el tratamiento ciclico de estréogenos en dosis bajas (Rapp
et al., 2003).

Sin duda, el estrégeno ha sido sefialado como un factor protector critico en las mujeres
que les da la ventaja en enfermedades prevalentes en los hombres, mientras que su
rapida disminucion después de la menopausia puede perder esta ventaja. Aunque existe
un acalorado debate en la literatura sobre los efectos protectores de la terapia con
estrégenos para las mujeres posmenopausicas, en teoria, los estrégenos se contemplan
como un gran potencial clinico para los trastornos del SNC debido a sus probadas
propiedades neuroprotectoras y neuroactivadoras (Tapia-Gonzalez et al., 2008) (Spence

& Voskuhl, 2012) (Barreto et al., 2021) (Figura 15).
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Uno de los estudios mas importantes acerca del uso clinico de la terapia hormonal fue
realizado por la organizacion Women's Health Initiative (WHI), que tenia como objetivo
prevenir las enfermedades cardiacas, el cancer de mama y colorrectal y la osteoporosis
en mujeres posmenopausicas. El estudio WHI comenzé en 1992, casi la mitad de las mas
de 27.000 mujeres posmenopausicas que participaron en el estudio recibieron una TRH
(terapia hormonal de reemplazo) combinada. El estudio WHI se interrumpié antes de lo
previsto, en 2002, debido a una cantidad significativamente mayor de eventos adversos
no cognitivos asociados con la TRH en comparacién con el placebo. Un grupo importante
de las participantes se habian sometido a un seguimiento de funciones cognitivas, que
revelaron que la TRH tenia un impacto negativo en la memoria verbal, aunque otros
dominios cognitivos no se vieron afectados. La TRH no influyd en el riesgo de padecer
demencia.

En contraste con los ensayos clinicos, multiples estudios observacionales han indicado
una asociacién protectora entre la terapia hormonal y el riesgo de enfermedades
neurodegenerativas. Los datos de estudios observacionales se basan en registros de
prescripciones médicas de TRH, en los que se ajusta la dosis, el tipo y la duracién en
funcién de las comorbilidades de la mujer y se modifican en funcién del perfil de
respuesta individual, lo que podria influir en la diferencia de resultados entre los
ensayos clinicos y los resultados de los estudios observacionales (Y. J. Kim et al., 2021).
La concentracidn sérica de testosterona disminuye con la edad tanto en humanos como
roedores. Niveles mas bajos de testosterona debido a la edad (andropausia) estan
asociados con una disminucién de la funcidn cognitiva y trastornos del suefio, asi como
un mayor riesgo de padecer enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer (Carroll
& Rosario, 2012). La terapia de reemplazo de testosterona TRT se esta utilizando cada
vez mas para aliviar la disminucion en las funciones fisicas en hombres mayores. Aunque
los beneficios clinicos de la TRT en los hombres mayores también siguen siendo un tema

a debate (Kaufman & Lapauw, 2020).
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Figura 14. Efecto de los neuroesteroides en la funcidn cerebral. La figura muestra
areas del cerebro reguladas por hormonas esteroides (arriba) y algunos de los efectos
gue se encuentran cuando esta presente un equilibrio normal o anormal entre
estréogeno y progesterona (abajo) PFC, corteza prefrontal.
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Figura 15. Esquema de varias de las actuaciones del estradiol sobre la
neuroproteccién, como puede ser la prevencién de la muerte celular, la
regeneracion celular y la mejora de las transmisiones sindpticas promoviendo la
formacion axonal (Modificado de Garcia-Segura et al., 2001).
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Los efectos combinados organizacionales y de activacion de los esteroides sexuales
producen diferencias sexuales en la patogénesis del cerebro, una variable significativa

gue debe ser considerada mas rigurosamente en futuras investigaciones.

4. CIRCUITOS DIMORFICOS Y REGULACION HORMONAL DE LA MOSCA

4.1 GENES DE DETERMINACION SEXUAL

En Drosophila melanogaster, los genes de determinacidn del sexo orquestan el
desarrollo y la diferenciacién de tejidos especificos estableciendo la fisiologia y los
circuitos neuronales. Los genes doublesex (dsx) y fruitless (fru) son dos factores de
transcripciéon fundamentales en la cascada de determinacion del sexo. Estos genes
establecen la mayoria de los aspectos de "masculinidad" y "feminidad". El control de la
expresion de estos genes depende en primera instancia de la proporcién de
cromosomas X que determina el estado activado / desactivado del gen Sex-lethal (SxI).
En las hembras, donde la relacién X: A es 1, se produce la proteina SXL su presencia
provoca el corte y empalme del pre-ARNm del gen “transformer” (tra) de modo que se
produce la proteina TRA activa. Cuando tra estd presente con el producto proteico del
gen “transformer-2 (tra-2)”, el pre-mRNA del gen “doublesex (dsx)” se corta y empalma
en su forma femenina especifica, que codifica para la proteina doublesex1 femenino
(dsxF). De manera similar, los pre-ARNm del gen “fruitless” (fru) se empalman de una
manera especifica para hembras y no producen ninguna proteina detectable (Figura 15).
Dsx F interactia con los genes hermafrodita (her) e intersexual (ix) para activar la
diferenciacién femenina y reprimen la diferenciacién masculina. En los machos, donde
la relacién X: A es 0,5, no se produce Sx/ activo, por lo que el pre-ARNm de tra se
empalma en una forma especifica del macho (TraM), que no produce la proteina tra
activa. Aunque esta presente en los machos, tra-2 no puede actuar sin TRA activo, en
consecuencia, los pre-mRNA de dsx y fru se codifican para su correspondiente forma
especifica de machos. La proteina dsxM especifica del macho activa la diferenciacién
terminal masculina y reprime la diferenciacién terminal femenina. La proteina fruM

especifica del macho activa el comportamiento de cortejo masculino (Figura 15).
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Figura 15. La cascada de determinacion del sexo en Drosophila melanogaster. Los
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la hembra o transcripcion o proteina especifica del macho, respectivamente.

4.2 CIRCUITOS DIMORFICOS: NEURONAS DSX

En Drosophila, los circuitos sexualmente dimérficos estan presentes en muchas partes
del sistema nervioso, como las neuronas del circuito double-sex (dsx), precisamente
caracterizado por la alta expresidn del gen dsx. Las proteinas dsx son parte de la familia
Dmrt (factor de transcripcidn relacionado con mab-3 y doublesex), un grupo conservado

estructural y funcionalmente de factores de transcripcion con dedos de zinc con
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funciones importantes en la determinacion del sexo en todo el reino animal (Rideout
et al., 2010). En Drosophila melanogaster, dsx dirige la mayoria de los aspectos de la
diferenciacién sexual somatica fuera del SNC. Muchas de estas diferencias estan
implicadas en el desempefio o el éxito de los comportamientos sexuales y reproductivos
(Millington & Rideout, 2018).

El gen dsx se expresa en aproximadamente 50 neuronas en el cerebro y en torno a 310
neuronas en el corddén nervioso ventral de las hembras (producen la forma proteica Dsx
F), mientras que los machos muestran alrededor de 150 neuronas en el cerebro y otras
300 en el corddn nervioso central (forma proteica Dsx M) (Rideout et al.,2010) (Rezaval

et al.,, 2016).

Figura 16. Esquema representativo del patrén dimérfico de expresidn en las neuronas
DSX por sexo femenino (arriba) o masculino (abajo) en el cerebro adulto de Drosophila
melanogaster.

5.-LA HORMONA ECDISONA Y EL DESARROLLO DE LA MOSCA

Desde la larva, suceden diversos procesos para la transformacion del sistema nervioso
para finalmente establecerse el sistema nervioso adulto. El contenido de ecdisona en

adultos es relativamente bajo pero dindmico. La sefializacién de ecdisona promueve la
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maduracion del SNC e influye en muchos aspectos de la fisiologia del adulto como la

regulacion del sueiio o el aprendizaje y la memoria.
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Figura 17. La seiializacién mediada por ecdisona promueve la maduracién del SNC. La
sefializacion hormonal regula cascadas de sefalizacién como la diferenciacién o la
apoptosis para dar lugar a los cambios estructurales requeridos para el establecimiento
del adulto. En la mosca adulta encontramos una fisiologia compleja con procesos
fisiolégicos complejos como la reproduccién, el suefio, la resistencia al estrés o el

aprendizaje y memoria.

La veinte-hidroxiecdisona (comunmente conocida como "ecdisona") es una de varias
moléculas de sefalizacion de esteroides polihidroxilados conocidas colectivamente
como ecdisteroides que funcionan como coordinadores cruciales de la proliferacién
celular, diferenciacién y apoptosis durante el desarrollo de artrépodos.

En las moscas, la cascada de ecdisona es la principal via de hormonas esteroides
implicada en el desarrollo (Handler, 1982). En el sistema nervioso central, la sefializacidn
de ecdisona parece regular la formacion de la memoria de cortejo a largo plazo en
adultos (Ishimoto et al., 2009) y el suefio (Ishimoto & Kitamoto, 2010) (Figura 17), pero,

en las moscas adultas, el papel de la cascada de ecdisona no estd bien entendido.
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Se produce un pulso de ecdisona justo antes de cada muda larvaria, y estos pulsos
desencadenan la expresion de los genes necesarios para que ocurran las mudas.
También se producen tres pulsos adicionales de ecdisona dentro del tercer estadio
larvario, el ultimo de los cuales controla el inicio de la pupacién, lo que indica el
comienzo del desarrollo prepupa y luego el proceso pupal. Si no hay pulso de ecdisona
o se produce incorrectamente, el animal sufre defectos de desarrollo, que pueden ir
acompafados de cambios en el tamano corporal final o incluso letalidad. Esto
demuestra la importancia de esta hormona en la regulacion de estas transiciones del
desarrollo y para el crecimiento general (Kannangara et al., 2021).

En varias especies, el momento preciso para iniciar la transicion de juvenil a adulto estd
determinado por un aumento de la produccion y secrecién de hormonas esteroideas en
el cerebro. La secrecién pulsatil del neuropéptido hipotaldmico hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) induce la producciéon de hormona luteinizante (LH) y hormona
estimulante del foliculo (FSH) en la glandula pituitaria. La LH y la FSH, a través del sistema
circulatorio, llegan a las génadas para estimular la producciéon de hormonas sexuales
esteroideas. En consecuencia, los niveles crecientes de esteroides sexuales circulantes
promueven el proceso puberal para adquirir morfologia y fisiologia adulta. En
Drosophila La produccion de ecdisona es estimulada por un neuropéptido denominado
hormona protoracicotrépica (PTTH) (Figura 18). En consecuencia, la ecdisona induce el

desarrollo de la transicién orquestando los cambios descritos.
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Figura 18. La GnRH de mamiferos y la PTTH de insectos desempefian papeles cruciales
similares en el inicio de la transicidon de la maduracién juvenil a la adulta. Ademas, las
neuronas PTTH en Drosophila y las neuronas hipotaldmicas GnRH en los mamiferos
controlan la liberacién de hormonas en la PG o la glandula pituitaria a través de la

comunicacion axonal. (Modificado de C. Schwedes et al., 2011).

5.1 EL RECEPTOR DE ECDISONA

La ecdisona activa un complejo de receptor de hormonas nucleares heterodimérico
compuesto por proteinas codificadas por los genes del receptor de ecdisona (EcR) y del
ultraespiraculo (usp) (Koelle et al., 1991), Yao et al., 1992, Yao et al., 1993, Thomas et
al., 1993, Thomas et al. , 1993). EcR es un receptor esteroideo nuclear y actia como
factor de transcripciéon. Su homélogo en secuencia en humanos es el receptor Beta del
higado (LXR-Beta) (Figura 19). EcR forman heterodimeros con USP, el homdlogo humano
de USP es el receptor retinoide X (RXR). Pero hablando de funcionalidad, el receptor de

ecdisona auna el funcionamiento de todos los receptores esteroideos.
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Este heterodimero EcR/USP regula la expresidn de genes que responden a ecdisona
mediante la unién a secuencias promotoras especificas denominadas elementos de
respuesta a ecdisona (EcRE). En el organismo modelo Drosophila melanogaster, EcR
codifica las variantes de EcRA, EcRB1 y EcRB2, Las tres isoformas derivan de un solo gen
tanto por el uso de promotores alternativos como por corte y empalme alternativo
(Ishimoto et al., 2009). Las tres isoformas son capaces de heterodimerizar USP vy
comparten el mismo extremo C-terminal, que incluye los dominios de unién a ligando y
de unién a ADN, mientras que los extremos amino son Unicos para cada isoforma. Se
plantea la hipdtesis de que las tres isoformas de EcR desempeiian funciones especificas
sobre la base de sus distintos patrones de expresion temporal y espacial y las distintas
propiedades bioquimicas de sus dominios amino terminales especificos (A. J. Kim et al.,
1997).

Durante la metamorfosis, la expresion relativa de las formas de EcR influye en el destino
celular (C. Schwedes et al., 2011)(Robinow et al., 1993)(Talbot et al., 1993), (Bender
et al., 1997)(Kraft etal., 1998), (Schubiger et al., 1998), Rusten et al., 2004), y la
interrupcion de la funcidon de EcR durante el desarrollo conduce a defectos morfolégicos
graves y letalidad (Davis et al., 2005). Este sistema de sefializacién esta activo en adultos
(Schwedes et al., 2011), sin embargo, las funciones adultas de estas moléculas han
recibido una atencién considerablemente menor, con solo un pufiado de estudios que
evallian fenotipos de niveles disminuidos de ecdisona o actividad EcR. Sin embargo,
estudios en Drosophila melanogaster indican que la hormona y el receptor estan
presentes y activos en adultos y que las mutaciones que disminuyen los niveles de
hormonas o receptores afectan diversos procesos como la reproduccién, el
comportamiento, la resistencia al estrés y la esperanza de vida (C. C. Schwedes &

Carney, 2012).
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ISOFORMAS DE EcR
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Figura 19. Arriba, estructuras de dominio de los componentes del receptor de ecdisona.
Se muestran las tres isoformas de Drosophila EcR y usp de Drosophila, con las regiones
receptoras nucleares estandar indicadas. La region C es el dominio de unién al ADN;
region E, el dominio de unién a ligando. Las tres isoformas de EcR son idénticas en
secuencia excepto en las regiones A/B que no estan relacionadas. El nimero de
residuos especificos de isoformas se muestra para cada EcR. En la imagen de abajo,
esquema de la estructura del receptor LXR-Beta de humano. El dominio de unién al
ADN y el dominio de unidn al ligando son dominios altamente estructurados. Similares
en ambas especies, mientras que el dominio N-terminal y el dominio bisagra estan
mucho menos conservados. La union al ADN requiere dimerizacion con RXR. llustracién
generada con BioRender.
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5.2 HORMONAS ESTEROIDEAS Y REGULACION DE LA APOPTOSIS

En este trabajo exploramos la sefializacion mediada por las vias de muerte celular y su
relacion con la expresién del receptor de ecdisona, para arrojar luz sobre la implicaciéon
de la apoptosis en la disfunciéon sinaptica de las neuronas

La muerte celular programada o apoptosis es uno de los eventos celulares clave para el
control preciso de la poblacidon neuronal durante el desarrollo del sistema nervioso
central. La muerte celular programada es ejecutada por una familia de proteinas
conocidas como caspasas. Las caspasas efectoras son el objetivo final en la via de
sefializacion denominada "cascada de caspasas”. Cuando las caspasas efectoras se
activan, la célula sufrira apoptosis, ya que la funcién de estas proteinas incluye mediar
la ruptura nuclear y la degradacién celular. Las caspasas efectoras se activan mediante
caspasas inductoras, que estdn estrechamente reguladas por una red compleja de
proteinas de sefializacion. La cascada de muerte celular esta conservada entre especies
y la activacidn de las caspasas efectoras funciona de manera similar. Trabajos previos
han demostrado que la actividad de la caspasa-6 y la caspasa 3 son mediadores clave de
la apoptosis neuronal (LeBlanc et al., 1999; Zhang et al., 2000). La activacién de la
caspasa-3, es un evento crucial en la programacién de muerte de células neuronales
durante el desarrollo temprano, aunque también la aparicién de neuronas caspasa 3
positivas es una caracteristica de muchas enfermedades neurodegenerativas crénicas
(D’Amelio et al., 2012).

La modulacién de la apoptosis por los receptores esteroideos esta principalmente
asociada con el control de la expresién de genes pro-apoptéticos versus anti-
apoptéticos, e incluye tanto la inducciéon como la prevencién de la apoptosis segun el
tipo de célula. Sin embargo, no estd claro cémo los receptores esteroideos pueden
controlar la expresién del mismo gen, pero en sentidos opuesto dependiendo del tipo
celular. Los niveles de hormona, la presencia de co-represores o co-activadores se ha
sugerido como uno de los mecanismos de este control dual de la apoptosis (Kaufman &
Lapauw, 2020).

Para conocer el papel de las hormonas esteroides en la regulacion de la apoptosis en el
sistema nervioso central se han realizado diversas investigaciones centradas en la
hormona estradiol. Ensayos con neuronas humanas mostraron que el compuesto

esteroide 17-beta-estradiol pero no 17-alfa-estradiol previene la muerte de células
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neuronales mediada por caspasa-6 (Y. Zhang et al., 2001). Ademds, se ha demostrado
que el 17-beta-estradiol induce un factor inhibidor de caspasa (CIF) que previene la
apoptosis neuronal (Y. Zhang et al., 2001).

En la mosca, la apoptosis es inducida por las proteinas proapoptéticas Grim, Reaper y
Hid, que antagonizan la funcién de DIAP1, evitando asi que inhiba Dronc. Cuando Dronc
esta activo, Drice, la principal caspasa efectora de la apoptosis en las moscas se activa.
Es conocido que la hormona esteroide ecdisona dirige la destruccién masiva de tejidos
larvarios obsoletos durante la metamorfosis de Drosophila, proporcionando un sistema
modelo para definir los mecanismos moleculares de la muerte celular programada
regulada por esteroides. La expresidn inducida por la ecdisona de los genes activadores
de la muerte Reaper (rpr) y (hid) es necesaria para la destruccién del intestino medio
larval y las glandulas salivales durante la metamorfosis (Figura 20). (Yin & Thummel,
2004). Existe numerosos trabajos en estadios juveniles de Drosophila que demuestran
el papel de la regulaciéon por ecdisona en la apoptosis relacionada con el establecimiento

de la identidad neuronal (Choi et al., 2006) (Wang et al., 2019) (G. Lee & Park, 2021).

Receptor de
Ecdisona

\ Ras/Raf/MAPK

Y Vi

———p>  BOARRS |DR6r;JCl —» Caspasas

Apzjf-]«, aaicae) efectoras
Mitocondria @

Figura 20. El receptor de ecdisona sefializa a genes preapoptoticos en la cascada de

muerte celular. Los genes proapoptéticos descritos de la mosca son Reaper, Hid y
Grim y son los encargados de sefalizar a DIAP1, un regulador de la sefalizacidn final
efectora de la cascada de muerte (Modificado de (Choi et al., 2006)
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La modulacidn sindptica es una nueva aproximacion terapéutica para las patologias del
sistema nervioso independientemente de su etiologia. Para una mejor comprension de
la modulacién sindptica hay que tener en cuenta el sexo, ademas de la regulacién por

parte de receptores esteroideos.

Los objetivos especificos son:

1. Estudiar la modulacién de la sinapsis y su papel en las sinaptopatias.

2. Conocer el papel de la sefializacion esteroidea en el establecimiento sindptico.

3. Definir la implicacion del dimorfismo sexual en el desarrollo de las patologias
sindpticas.

4. Conocer el papel de la muerte celular y su interaccién con la actividad hormonal en el

establecimiento sinaptico
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MATERIALES Y METODOS

1.- SISTEMA GAL4/UAS. SISTEMA DE EXPRESION BINARIA EN DROSOPHILA

MELANOGASTER.

Los sistemas de expresion binaria son las principales herramientas para el
silenciamiento y expresién ectépica de genes especificos en Drosophila. Estan
compuestos por un elemento activador de la transcripcién que reconoce una secuencia
reguladora y activa la transcripcién de los genes fusionados a esta secuencia.

El sistema Gal4 / UAS se descubrié en Saccharomyces cerevisiae. Fue el primer sistema
de expresion binaria desarrollado en Drosophila melanogaster (Brand & Perrimon,
1993) y constan de dos componentes: el activador transcripcional de levadura, Gal4; y
un transgén que contiene la secuencia reguladora UAS (del inglés upstream activation
sequence) el cual se coloca por encima de la secuencia del gen de interés. Si ambos
componentes del sistema estdn presentes el factor de transcripcién Gal4 se unird a la
secuencia UAS activando la expresidn del gen aguas abajo (Figura 1M).

Usando las secuencias promotoras apropiadas es posible modular la expresién de
manera espacial y temporal. Ademas, es también posible reprimir la actividad Gal4 con
la proteina Gal80y su isoforma termosensible (Gal80TS) (McGuire et al., 2003). Gal80TS
inhibe la actividad Gal4 a 189C, mientras que se inactiva a 302C, lo que permite que el
Gal4 se una a las secuencias UAS y se pueda activar la transcripcidn. Por lo tanto, los
experimentos que utilizan Gal80TS permiten regular de una manera muy fina el control

de expresion (Figura. 1M)
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Sistema de Expresion Binaria GAL4/UAS
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Figura 1M. El sistema GAL4 / UAS se puede utilizar para la expresion génica dirigida.
Para obtener moscas que expresen un gen de interés ("Gene X") en un patrén
especifico de tejido, las moscas deben contener un transgén que exprese la proteina
activadora de la transcripcidon Gal4 bajo el control de un potenciador especifico de
tejido y un transgén que contenga la secuencia de unién al ADN de Gal4 (llamada
secuencia de activacién ascendente o UAS) adyacente al gen X. Tipicamente, esta
combinacién se logra mediante el apareamiento de las moscas parentales que
contienen cada una un transgén y la seleccién de la progenie F1 que contiene ambos.
En la generacidn F1 resultante, Gal4 se expresara y se unira al UAS para activar la
transcripcion del Gene X de una manera especifica de tejido. Es importante destacar
gue se pueden usar diferentes transgenes que contienen UAS en combinacién con el
mismo promotor Gal4. Por ejemplo, un transgén que expresa Gal4 en el “mushroom
body” (MB) o seta del cuerpo de la mosca (conjunto neuronal ubicado en el cerebro de
Drosophila), se puede combinar con un transgén que contiene un UAS para expresar
GFP, un transgén que anula la expresion de un gen de interés mediante la interferencia
de ARN, o un transgén UAS que produce un reportero.

2.- LINEAS TRANSGENICAS DE DROSOPHILA MELANOGASTER

Todas las cepas de Drosophila utilizadas en este trabajo se mantienen de acuerdo con

los procedimientos estandares de laboratorio. La gran mayoria de nuestras lineas de
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mosca fueron obtenidas de la coleccion del laboratorio del Prof. Alberto Ferrus del
Instituto Cajal (CSIC, Madrid), ademas de otros centros como el de Bloomington
(http://flystocks.bio.indiana.edu), o el centro de stocks de Viena
(https://stockcenter.vdrc.at) excepto donde se indique. Las moscas son mantenidas a
25°C 0 179C segun el experimento, en tubos con medio estandar (4% de glucosa, 55 g/
| de levadura, 0,65% de agar, 28 g / | de harina de trigoy 4 ml / | de 4cido propidnico) en

un ciclo de 12 horas de luz / oscuridad con humedad relativa constante del 60%.

Lineas Gal4 Referencia Lugar donde dirige la
expresion

elavC155-Gal4 BL-458 Todo el sistema nervioso

elav-Gal4 BL-8765 Todo el sistema nervioso

D42-Gal4 BL-8816 Motoneruronas y otras
neuronas del sistema nervioso

DSX-Gal4; UAS-CD8-GFP  Universidad de Birmingham Circuito dsx

SalPE-Gal4 Universidad Auténoma de Madrid Ala

Lineas UAS Referencia

UAS-CD8-GFP BL-5130

UAS-ECRA BL-6470

UAS-EcRA W650A BL-9452

UAS-ECRB1 BL-6469

UAS-ECRA RNAI BL-9426

UAS-HTT16Q BL-33810

UAS-HTT128Q BL-33808

UAS-Arc2e Universidad de Cambridge

UAS-mCherryNLS BL-38424

Tabla 2. Relacién de construcciones de mosca utilizadas durante este trabajo

3.- EXTRACCION DE ARN, TRANSCRIPCION INVERSA Y ENSAYOS DE PCR EN TIEMPO

REAL

Para la extraccion del ARN, las moscas de una semana de edad se mantienen en un ciclo
luz -oscuridad durante 7 dias a 299C y después las cabezas se recogen en hielo seco. El
ARN total se extrae por triplicado de 30 cabezas de adultos de los genotipos Control o
sobreexpresidon de EcRA (elav-Gal4). El ARN se extrae mediante columnas con el kit de

extraccion Total RNA Isolation kit (NZYtech). La concentracion de ARN total se mide con
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el NanoDrop ND-1000. El cDNA se sintetiza a partir de 1ug de ARN total utilizando la
enzima RT Superscript Il (ThermoFisher Scientific). Las muestras de ADN codificante
(cADN) se diluyen 1:5 y se utilizan para las reacciones de PCR cuantitativa en tiempo
real. La reaccion de PCR se realiza en un volumen de 20ulmediante el Kit Tagman
Universal master mix (ThermoFisher Scientific) por triplicado y utilizando sondas
Tagman MGB (ThermoFisher Scientific). Como control interno denominado
“housekeeping” utilizaremos RPL32 (proteina ribosomal L32, ThermoFisher Scientific).
En biologia molecular, los genes housekeeping son tipicamente genes constitutivos que
se requieren para el mantenimiento de la funcién celular basica y que no se ven
afectados por las situaciones experimentales que se estan valorando.

Las PCR en tiempo real se realizan en el termociclador Step One (Applied Biosystems)
donde se programan ciclos de 95°C durante 10 min, 40 ciclos de 95°C durante 15
segundos y 55°C durante 1 minuto. Los datos se analizan con el Step One software
(Applied Biosystems). Los datos se analizan por cuantificacidn relativa usando el método
de curva patrénl

4. OBTENCION DE COMPUESTOS FARMACOLOGICOS

Las pequeiias moléculas relacionadas con la estabilizacion del compuesto NCS-1/ Ric8a
se identificaron y sintetizaron en el laboratorio de Quimica Médica de la Doctora Ruth
Perez del Centro de Investigaciones Bioldgicas Margarita Salas de Madrid. La familia de
compuestos estd protegida por patente y sus estructuras publicadas (Canal Martin et al
2019).

Los compuestos agonistas de los receptores imidazolicos fueron identificados,
analizados vy sintetizados en el laboratorio de quimica medica y farmacologia de la
Doctora Carmen Escolano en la Universidad de Barcelona, en este caso, algunos de los
compuestos no se han estudiado en profundidad y los resultados estan aun sin publicar
por lo que se omitird informacidon sobre su estructura para preservar la propiedad
intelectual.

5.- ENSAYOS DE LOCOMOCION

Se realizaron ensayos de locomocion usando el Drosophila Activity Monitor System o
también denominado, sistema de Monitoreo de la Actividad de Drosophila (DAM2)
(Trikinetics, Waltham, MA, USA). En este sistema se puede estudiar la actividad y el

movimiento durante varios dias. El sistema DAM2 cuenta automaticamente el nimero
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de roturas del haz laser que realiza cada mosca al caminar en un tubo horizontal sellado,
durante un periodo de tiempo especifico. Los eventos detectados en el transcurso de
cada intervalo de muestreo consecutivo, se suman y registran durante el transcurso del
experimento para cada mosca (Pfeiffenberger et al., 2010). Esta configuracién permite
la caracterizacién de los ritmos circadianos y de la actividad locomotora Drosophila

Se registrod la actividad diurna de 15 moscas individuales durante 4 dias en los monitores
DAM?2. Las condiciones fueron temperatura de 25°C en ciclos de 12 h de luz / 12 h de
oscuridad. Los tubos contenian alimento para moscas con 100 uM del compuesto a
estudiar o el mismo volumen de DMSO. En los 2 primeros dias se habituaron las moscas
y en los 2 dias siguientes se cuantificé la actividad locomotora. Los machos de quince

dias de edad se colocaron individualmente en tubos para monitorizar la actividad

locomotora (DAM2, TriKinetics Inc.).

CICLO
LUZ/OSCURIDAD

[ IR emisor

v
1 IR detector

Figura 2M. Montaje experimental del sistema de Trikinetiks, basado en Ia
monitorizacidon de actividad de las moscas. Las moscas se introducen en tubos de
manera individual y se mantienen en un incubador conectado a un ordenador a una
temperatura determinaday con ciclos de luz/oscuridad programados. A través de cada
tubo cruza un sensor infrarrojo que permite monitorizar el nimero de veces que la
mosca cruza el umbral del laser.

6.- ENSAYOS DE GEOTROPISMO O “ESCALADA”

El ensayo de escalada esta basado en el comportamiento de geotaxis negativa de las

moscas. Este ensayo permite la deteccion temprana de defectos mas leves en la
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actividad locomotora y cognitiva, ademas de poder evaluar estos defectos a lo largo del
tiempo. El ensayo se realiza en un cilindro graduado de vidrio, que esta sellado con una
pelicula de plastico o cera en la parte superior. El ensayo es rentable y no requiere un
entrenamiento extenso para obtener resultados altamente reproducibles. Las moscas a
partir de un dia de edad alcanzan rapidamente la distancia objetivo, determinada al final
del tubo, mientras que las moscas mutantes presentan un rango de rendimiento desde
leve (o retardado) hasta una incapacidad total para trepar al objetivo. Se colocan 10
tubos por mosca, al golpear el tubo contra una superficie plana, es cémo se origina el
experimento, siendo el instante 0 de inicio de tiempo de contaje (Madabattula et al.,

2015)
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Figura 3M. Representacidn esquematica del montaje experimental. Se introducen 20
moscas en un cilindro de vidrio y luego se tapan con una pelicula de barrera de cera o
papel film. A continuacién, se golpean las moscas hasta el fondo para que salgan desde
la base del tubo y se indica el nimero de moscas que cruzan el umbral de 17,5cm. Esto
se realiza durante un tiempo de 10 segundos.

7.- EXPERIMENTOS DE SUPERVIVENCIA

Se realizaron 3 réplicas por experimento. Se seleccionaron grupos de 15 moscas macho
o hembra dependiendo del genotipo en los experimentos de dimorfismo sexual. Se

colocan en viales de comida y son mantenidos a 252C en humedad constante. Cada 2-3
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dias, las moscas muertas se cuantifican y los animales vivos se transfieren a un nuevo

vial con alimento fresco.

8.- INMUNOFLUORESCENCIA

Como ya se ha comentado anteriormente, se ha utilizado la unién neuromuscular (NMJ)
como sistema experimental (Budnik & Ruiz-Canada, 2006).

Los botones de la unién neuromuscular se han utilizado en estudios cuantitativos de la
sinaptogénesis. Sin embargo, nuestros afios de experiencia nos han mostrado que las
sinapsis no se limitan sélo a estos botones, e incluso algunos pueden estar desprovistos
de sinapsis. Para solventar este hecho, adoptamos el criterio de contar el nimero total
de zonas activas maduras por unidn neuromuscular, independientemente del botdn
dénde se encuentren.

Las manipulaciones genéticas se dirigieron a neuronas motoras seleccionadas utilizando
el sistema binario sistema GAL4/UAS. Las larvas se recogen en el tercer estadio y los
adultos entre 1-5 dias de edad, y tanto los abdémenes de larva, como de adultos, se
transfieren a una placa y se inmovilizan con unos alfileres de tungsteno. Durante la
diseccién de la larva, se requiere abrir a través del area ventral para dar luz a los
paquetes musculares, donde se encuentran las motoneuronas. Para visualizar las NMJ
del musculo longitudinal ventral abdominal adulto, las moscas adultas se inmovilizan
con alfileres a nivel del térax. Después de la extraccidon del segmento final, se realiza un
corte sagital a través de la pared dorsal. A partir de este punto, se sigue el mismo
protocolo que para las NMJ de larva.

Para obtener cerebros adultos, las moscas se colocan en una placa de diseccién cubierta
con PBS e inmovilizados con alfileres de tungsteno. Se quita la probdscide y se abre la
cabeza, dejando libre el cerebro del que se extrae el sistema traqueal. Todas las
disecciones se realizan en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) evitando la
deshidratacion del tejido. Finalmente, se retira el PBS para cubrir la larva con solucidn
fijadora (formaldehido al 4%).

A continuacidén, las muestras sean cerebros o abdémenes adultos o pared muscular
larvaria, se incuban en solucién de bloqueo (PBS, BSA al 5% y Tritén X-100 al 0.4%) para
después proceder a la inmunotincién. Primero se incuba durante la noche a 4°C con el

anticuerpo primario. Después de los lavados con PBT (PBS + triton 0.4%), se incuban con

61



el anticuerpo secundario durante dos horas a temperatura ambiente. Finalmente, se
realizaron lavados con PBT y las muestras se montaron en un portaobjetos utilizando
medio de montaje Vectashield con DAPI (Vector Laboratories, Inc.), se cubre la
preparacion con cubreobjetos y se conserva a 4 °C.

Las sinapsis se visualizaron bajo microscopia confocal por el anticuerpo monoclonal
nc82 (hecho en ratén,1:10, DSHB, 1A) que identifica la proteina Bruchpilot, homdloga de
la proteina CAST de mamiferos (Wagh et al.,, 2006), y que sirve como un marcador
especifico de zona activa de sinapsis ya que se ubica en el borde de la caracteristica
barra en T de la sinapsis de moscas. La membrana neuronal se marcé con anti-HRP (del
inglés horseradish peroxidase) (hecho en conejo, 1: 200, Jackson ImmunoResearch). HRP
es una glicoproteina de plantas, pero los anticuerpos que reconocen HRP también
reconocen una glicoproteina de la membrana de las neuronas de insectos. Los
anticuerpos secundarios utilizados fueron Alexa 488 (cabra anti-raton, 1: 500,
Invitrogen) y Alexa 568 (cabra anti-conejo, 1: 500, Molecular Probes). Las larvas se
montaron en Vectashield (Vector Labs).

Otro anticuerpo utilizado fue el anti-Caspasa 3 activada (Cleaved Caspase-3, Asp175)
anticuerpo #9661 de Cell Signaling. Se obtuvieron imagenes de las preparaciones en un
microscopio confocal Leica SP5 (Instituto Cajal, CSIC) y las imagenes se procesaron con

Imagel. La cuantificacién de la fluorescencia se realizé con el software Imaris (Bitplane).

9.- ENSAYOS FARMACOLOGICOS EN RATONES

9.1.- MANTENIMIENTO LINEAS DE RATON

Los ratones de experimentacién se han usado de acuerdo con la ley de proteccién
animal para fines experimentales y otros fines cientificos (Directiva 2010/63, Real
Decreto 53/2013 y Ley 6/2013). Los procedimientos se llevaron a cabo en el animalario
del hospital Ramén y Cajal y han sido aprobados por la Direccidn General de Agricultura
Ganaderia y Alimentacién de la Comunidad de Madrid. En este trabajo se utilizaron
ratones transgénicos mutantes para huntingtina (R6/1) y ratones controles (WT)
comerciales B6CBA/Ola (Harlan Laboratorios Models S.L. Barcelona, Spain). Los ratones
R6/1 (HD) (50) expresan el exon 1 del gen humano de la huntingtina con 115

repeticiones CAG. Los animales fueron alojados en cubetas con acceso a comida y agua
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y en condiciones adecuadas para minimizar el estrés. Se mantuvieron a los ratones a

temperatura y humedad controlada y con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas.

9.2.- ENSAYOS DE COMPORTAMIENTO

Para realizar los ensayos de comportamiento, se separaron cuatro grupos
experimentales de ratones procedentes de las mismas camadas cada grupo
experimental esta formado por 10 ratones, o bien ratones salvajes o ratones HD con el
tratamiento farmacoldgico o con vehiculo. El compuesto fue suministrado en el agua de
bebida desde los 3 meses de edad y hasta los 4.5 meses la dosis promedio ingerida por
los ratones fue de 12,5 mg/Kg/dia. La cantidad de agua bebida, de comida ingerida y el
peso de los ratones durante las semanas de tratamiento fueron cuantificados cada 3

dias

EmginE >
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= Tratamiento (===
l:] Ua 12,5 mg/Kg/dia Rotarod
Estudio de la
zancada
Tratamiento Inicio Test de comportamiento
L /L L I'»
1 II 1

Desde los 3 meses
hasta los 4,5 meses

Figura 4M. Los 10 ratones de cada grupo fueron testados en los ensayos de ROTAROD
y estudio de la zancada. Tanto grupos control como grupo de prueba fueron tratados
con 12,5mg/Kg/dia suministrado en el agua de bebida.

9.2.1.- ENSAYOS DE COMPORTAMIENTO EN RATON: TEST ROTAROD

La coordinacidn locomotora se determind utilizando un ROTAROD (LE 8200, Panlab S.L).
gue consiste en un tambor con un eje central estriado (para que el animal pueda
sujetarse) de 25 mm de didmetro, y dividido en secciones (una por animal). El eje central
se pone en movimiento y permite evaluar el equilibrio, la coordinacién o la resistencia

de los animales.
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En el ROTAROD los ratones realizaron dos pruebas distintas: una a velocidad constante
y otra en aceleracién. A velocidad constante (4 r.p.m) los ratones tenian que caminar un
maximo de 3 minutos y se anotaba el tiempo que aguantaban sin caerse. Esta prueba
fue repetida 3 veces con un tiempo de descanso entre cada repeticiéon de 1 minuto. El
valor anotado como tiempo sin caerse es la media de las 3 repeticiones.

A continuacidn, se puso a los ratones a caminar en el ROTAROD a una velocidad que
aumentaba gradualmente (de 4 r.p.m a 40 r.p.m en 2 min), se anotaba el tiempo que
permanecian sin caerse, y se repitid la prueba 3 veces, dejando un descanso de 1
minuto. El valor anotado como tiempo que aguantaban sin caerse era la media de las 3

repeticiones.
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registra como la medida del punto final. pruebas o a una velocidad acelerada ratones control.

gradualmente.

Figura 5M. Dibujo explicativo del funcionamiento del test de comportamiento
ROTAROD dénde esta representada la varilla giratoria que se mantiene en rotacién
mientras los individuos se mantienen o van cayendo.

9.2.2.- ENSAYOS DE COMPORTAMIENTO EN RATON: ESTUDIO DE LA ZANCADA

La disminucidon de la longitud de la zancada es uno de los sintomas tipicos de
enfermedades neurodegenerativas que cursan con alteraciones motoras, por eso se
disefid un método sencillo para medirla. Este método consta de un corredor iluminado
de 7 cm de ancho por 60 cm de largo, que termina en una caja, todo ello colocado sobre

un papel de filtro intercambiable. Se tifieron las patas de 10 ratones de cada grupo
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experimental con tinta para tatuaje y se colocaron en el extremo iluminado. Los ratones
tienden a ir hacia la caja, dejando sus huellas tintadas en el papel, pudiendo asi medirse,
posteriormente, la longitud de la zancada de cada ratdn con una regla milimetrada. Si

en algun tramo el ratén se queda quieto o salta, dicho tramo se excluye del andlisis.

10. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizan utilizando el software GraphPad Prism 5

(www.graphpad.com) y el software FaasX (M. Boudinot y F. Rouyer, Centre National de

la Recherche Scientifique, Gif-sur-Yvette Cedex, Francia) para analizar los datos
derivados del ensayo de locomocién de Drosophila (TriKinetics Inc, Waltham, MA EE.
uu.).

La prueba de normalidad y las varianzas se analizan con la prueba Prueba t de Student
y prueba ANOVA con post-hoc de Bonferroni, que se usa para test paramétricos, usando
la correccién de Welch cuando es necesario. Los ensayos de supervivencia se analizan
con la prueba de Mantel-Cox.

El valor limite p para rechazar la hipdtesis nula y considerar las diferencias como
estadisticamente significativo es p <0.05 (*). Otros valores de p se indican como **

cuando p <0,01 y *** cuando p <0,001.
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RESULTADOS

I.- GENERACION Y VALIDACION DE MODULADORES SINAPTICOS PARA SU APLICACION

EN PATOLOGIAS DEL SISTEMA NERVIOSO

1.1.- CARACTERIZACION MODELO DE ALZHEIMER DE MOSCA

Para realizar los ensayos farmacoldgicos en un contexto neurodegenerativo como la
enfermedad de Alzheimer elegimos la construccion UAS aP42-Arc2E en Drosophila
melanogaster. Esta construccidon permite expresar el péptido beta amiloide de 42
aminodcidos con la mutacién Artica (Glu22Gly), en el tejido elegido, en nuestro caso.
Expresaremos la construccion en todo el tejido neuronal gracias al elav-Gal4 que abarca
dominio de expresion pan-neural. Utilizando un enfoque similar, trabajos anteriores
expresando ap42-Arc2E en el tejido neural de Drosophila melanogaster, y mostraron
que la disfuncion neuronal y la degeneracién inducidas por el aPp42-Arc2E con la
mutacion dartica eran mas graves que las inducidas por ap42 de tipo salvaje (Crowther
et al., 2005). Estos cambios histolégicos estdn asociados con el desarrollo progresivo de
déficit en el aparato locomotor, vacuolizacién del cerebro y muerte prematura de las
moscas. La gravedad de la neurodegeneracién es proporcional a la propensién del
péptido AB42 a formar oligdmeros. Con estos datos hemos realizado ensayos de contaje
de sinapsis y actividad locomotora para la validacién del modelo de mosca.

Encontramos que las moscas que expresaban af42-Arc2E ven reducido su nimero de
sinapsis sustancialmente en comparacidon con mosca control (Figura 1R). Al trasladar el
resultado anterior a un experimento de locomocidon medido con el monitor de actividad
Trikinetics, para constatar el efecto funcional de la pérdida sindptica, vemos que las
moscas mutadas tienen un defecto en la capacidad locomotora que no se aprecia en los

individuos control (Figura 2R).
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Figura 1R. Efecto de la sobrexpresion de aB42-Arc2E en el nimero de sinapsis. Las moscas
aP42-Arc2E estan representadas en blanco mientras que las moscas control aparecen en
gris. Las moscas ap42-Arc2E ven reducido su numero de sinapsis de manera significativa.
Se ha utilizado el promotor elav-Gal4 que dirige la expresidn de ap42-Arc2E a todas las
neuronas. La media = SEM engloba tres experimentos independientes (T de Student, post-
hoc Bonferroni **p -value<0,01)
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Figura 2R. Efecto de la sobrexpresiéon de aPp42-Arc2E en la actividad locomotora. Se
representa el nUmero de veces que la mosca pasa a través del [aser infrarrojo en 72hrs,
llamado “ndimero de pases”. Las moscas aP42-Arc2E estan representadas en blanco
mientras que las moscas control aparecen en gris. Las moscas ap42-Arc2E ven reducida
su actividad locomotora de manera significativa. Se ha utilizado el promotor D42-Gal4
que dirige la expresién de aB42 a la unién neuromuscular. La media + SEM engloba tres
experimentos independientes (T de Student, post-hoc Bonferroni **p -value<0,01)
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1.2 ESTUDIO DE UN ESTABILIZADOR DE LA UNION NCS1/RIC8 EN MODELO DE

PATOLOGIA SINAPTICA

En experimentos previos del laboratorio se probaron un total de 21 compuestos
relacionados con la interaccion NCS1/Ric8 obtenidos por la técnica de quimica
combinatoria dindamica. Para que alguno fuese considerado estabilizador, se requirié
que al menos en 3 ensayos de co-inmunoprecipitacion independientes, se viese un
aumento en la cantidad de Ric8a unido a NCS-1 (Canal-Martin et al., 2019). Al final de
estos ensayos, solamente los compuestos 3b y A3H18, demostraron tener un efecto
significativo estabilizando la interaccién de NCS-1 con Ric8a. El compuesto 3b fue el
primero en ser identificado como estabilizador y se decidid caracterizarlo mas en
detalle.

Como se establecié que el compuesto 3b estabiliza la interaccién NCS-1 / Ric8a y dados
los efectos reportados de la interaccion de estas proteinas en la regulacion del nimero
de sinapsis, y la funcidn sinaptica (Romero-Pozuelo et al., 2007 y 2014), analizamos 3b
en un modelo in vivo de sinaptopatia, donde la pérdida sindptica es una caracteristica
principal debido a la expresién de ap42-Arc2E.

Ese modelo se refiere a moscas que expresan a42-Arc2E o el control correspondiente
(LacZ) bajo el promotor D42-Gal4 (expresidn en todas las motoneuronas y algunas areas
cerebrales). Las moscas se alimentaron con el compuesto 3b a una concentracién de
100 uM (disuelto en DMSQO) o el disolvente, DMSO, durante todo el ciclo de vida. Los
datos confirmaron que el recuento de sinapsis se redujo en las moscas aB42-Arc2E, pero
este fenotipo patoldgico se suprimio en gran medida en las moscas que fueron tratadas
con el compuesto 3b. Por el contrario, 3b y su disolvente DMSO, no mostraron ningun
efecto en las moscas control (Figura 3R). En definitiva, el tratamiento permite a las
moscas revertir el fenotipo derivado de la acumulacidon de péptido amiloide (Canal-

Martin et al., 2019) pero sin afectar a las moscas control (Figura 3R).
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Figura 3R. En este experimento se ha utilizado el promotor D42-Gal4 que dirige la
expresion de apf42-Arc2E o LacZ a la union neuromuscular de Drosophila melanogaster.
Tenemos dos grupos de 20 individuos, por un lado, las moscas con sobreexpresion del
aPB42-Arc2E humano (mutacidn artica) en las motoneuronas (D42Gal4> ap42-Arc2E). Por
otro las que actuan de control, con expresién LacZ, sin cambios en la fisiologia de la mosca
(D42Gal4>LacZ). Ambos grupos se alimentaron con 3b disuelto en vehiculo (100 uM) o
alimentadas con el mismo volumen de vehiculo DMSO. Se analizaron las motoneuronas
de individuos adultos de veinte dias de edad y se determiné el nimero de sinapsis
(puntos positivos para el anticuerpo nc82) de la misma motoneurona, pero en diferentes
moscas. Con el software GraphPad fueron analizados los resultados estadisticos. Se
tomaron imdagenes de microscopia confocal de 1 um de grosor. Los datos se representan
en graficas, donde cada tridngulo gris representa: moscas a42-Arc2E alimentadas con
vehiculo, y triangulo verde moscas aB42-Arc2E alimentadas con 3b. En el siguiente
experimento, cada circulo gris representa moscas de control alimentadas con vehiculo, y
circulo verde, moscas de control alimentadas con 3b. La media + SEM engloba tres
experimentos independientes. Los datos se analizan estadisticamente con la prueba t de
Student donde*** P <0,001

1.3.- ENSAYOS DE ESCALADA O GEOTAXIS

El ensayo de escalada aprovecha la tendencia natural de Drosophila a trepar hacia arriba
contra la gravedad, un comportamiento llamado geotaxis negativa. Este ensayo es
cuantitativo y mide cuantas moscas han pasado por un marcador en el vial durante un
periodo de tiempo asignado. La medicion de la velocidad en lugar del nimero total de
moscas que trepan se ha convertido en un parametro confiable y muestra diferencias

en los casos en que el criterio del nimero de moscas no es significativo (Madabattula
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et al., 2015). Por ello, quisimos comprobar si nuestras moscas de interés tenian algun
cambio en su capacidad de escalada.

Las moscas que expresan afB42-Arc2E y el control correspondiente (LacZ) se alimentaron
con 3b o el disolvente, DMSO, durante todo el ciclo de vida, y se procedié a realizar el
experimento de geotaxis negativa cada dos dias a lo largo de la vida de la mosca hasta
que mueren. Desde el inicio del experimento las moscas aB42-Arc2E sin tratar sufren un
efecto acusado de incapacidad de llegar al objetivo, sin embargo, al ser tratadas con el
compuesto 3b pueden mantener niveles de subida similares a los controles hasta el dia
22 donde, de nuevo, vuelven a caer a los niveles de las moscas aP42-Arc2E sin tratar
(Figura 4R). En controles con o sin tratamiento no encontramos ningun efecto, por lo
gue en individuos sanos el compuesto no produce ningin cambio. En definitiva, el
compuesto 3b ayuda a las moscas aP42-Arc2E a poder realizar correctamente la
tendencia natural de geotaxis negativa hasta la mitad de su vida, dénde los efectos de
la patologia se hacen dominantes (Figura 4R).

Con estos resultados, existe un fenotipo desde el nacimiento de las moscas a42-Arc2E
en la sinaptogénesis que impide que desarrollen su capacidad natural de geotropismo
gue podemos revertir con el tratamiento con 3b desde el inicio de su vida. Al llegar a la
vida adulta, todas las construcciones sufren una caida natural en los valores a partir del

dia 22 de vida.
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Figura 4R. Se registré el nimero de 20 individuos de mosca de 15 dias de vida que eran
capaces de pasar la distancia objetivo del tubo. En el experimento encontramos cuatro
grupos, control sin tratar (verde), control tratado (azul), mutantes Artic aB42-Arc2E
tratadas (rojo) y mutantes sin tratar (negro). La media £ SD engloba tres experimentos
independientes.
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1.4.- EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON 3b EN LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA DE LA

MOSCA

Para profundizar en la posible recuperacidn funcional del modelo de sobreexpresién de
ap42 en Drosophila debido al tratamiento con el compuesto 3b, realizamos estudios de
actividad locomotora. Las moscas fueron tratadas con el disolvente DMSO o con el
compuesto 3b. En las moscas aB42-Arc2E tratadas, encontramos la recuperacion del
fenotipo de inactividad, ya que presentaban una actividad acumulada por encima de las
moscas sin tratar (Figura 5R). Por otro lado, en las moscas control no encontramos
diferencias entre las moscas con tratamiento de las alimentadas con el vehiculo. En
definitiva, el compuesto 3b es capaz de revertir el fenotipo de inactividad derivado de

la expresion del péptido amiloide con la mutacién Artica (Figura 5R).
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Figura 5R. Efectos del compuesto 3b en moscas tratadas. Se registrd la actividad
locomotora de individuos de mosca de 15 dias de vida durante 48hrs en el monitor de
actividad de DAM2, Trikinetics. Se analizé el nimero total de roturas del haz por hora
(nimero de pases) durante dos dias consecutivos (la actividad de los dos primeros dias
se considera el periodo de habituacién y se descarta). La media * SEM engloba tres
experimentos independientes que se representaron y analizaron estadisticamente
con la prueba t de Student * P <0,05. ns representa: no significativo. (Modificado de
Canal-Martin et al., 2019)
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1.5.- ENSAYOS DE COMPORTAMIENTO CON RATONES

1.5.1.- ESTUDIOS DEL PESO EN ANIMALES TRATADOS

En esta tesis, por primera vez se ha probado el efecto del compuesto 3b en un modelo
neurodegenerativo de ratén. El modelo utilizado ha sido el de la enfermedad de
Huntington (HD). Los animales tratados fueron vigilados diariamente, no encontrandose
comportamientos anormales (por ejemplo, esterotipias) ni cambios de ningln en su
actividad diaria.

En primer lugar, se analizé la pérdida de peso entre los ratones HD o salvajes con o sin
tratamiento. La pérdida de peso es una caracteristica fenotipica del modelo HD de ratén
y también de los pacientes que sufren esta enfermedad. Por ahora, no estd muy clara la
razén de este proceso patoldgico, existe cierta evidencia clinica de que puede estar
ligado a las disfunciones gastrointestinales, ademas del propio efecto del deterioro
cognitivo subyacente. Todos los ratones empiezan el tratamiento con un peso similar
(sin diferencias significativas), asi bien, los ratones HD desde la primera semana de
tratamiento presentan una ligera pérdida de peso que se hizo mas acusada a partir de
la cuarta semana. Pero, lo interesante, es que los ratones HD tratados con el compuesto
3b experimentaban un retraso temporal en el proceso de pérdida de peso. Este hecho
muestra que 3b puede contribuir a ralentizar el efecto de pérdida dramatica de peso en

los animales HD (Figura 6R).
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Figura 6R. Representacion grafica de la variacion del peso de diez ratones HD y diez ratones
control durante ocho semanas de tratamiento. El compuesto 3b puede contribuir a la
mejora de la reduccién de pérdida peso en los animales HD. En verde se representa el
control sin tratar, en mostaza el control tratado con 3b, mientras que en rojo se

representan ratones HD sin tratamiento. Los ratones HD alimentados con 3b estan

representados en amarillo.
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1.5.2.— EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON 3b EN LA CAPACIDAD LOCOMOTORA EN
RATONES HD

El test ROTAROD es una prueba estandar de comportamiento que nos permite evaluar
la coordinacién motora, el equilibrio y la fatiga en roedores. Como en anteriores
experimentos, quisimos comprobar el efecto del compuesto 3b estabilizador del
complejo NCS1/Ric8a en la coordinacién y equilibro de ratones con la enfermedad de
Huntington. De esta forma, fueron testados cuatro grupos experimentales de 10 ratones
cada uno: dos grupos controles tratados o sin tratar con el compuesto, y otros dos

grupos de ratones HD, con o sin tratamiento en el agua de bebida.

Cuando comparamos los ratones control con los ratones HD, los ratones con la
enfermedad ven muy mermada su capacidad de mantenerse en la varilla giratoria, sin
embargo, al alimentarlos con el compuesto 3b (en verde en la figura 7R), el tiempo de
permanencia en el ROTAROD aumenta. En definitiva, cuando alimentamos a los ratones
HD con 3b, éstos son capaces de aumentar su tiempo de permanencia por encima de

los niveles de los ratones HD sin tratar, y con relevancia estadistica (Figura 7R).
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Figura 7R. Efectos del compuesto 3b en la coordinacion motora de ratones HD y control.

Se registré el tiempo de permanencia en el ROTAROD de 4 grupos de individuos de 10

individuos por grupo. Dos bloques de datos, en el bloque de la izquierda se representan los

ratones control. El bloque de la derecha muestra los animales EH. En gris los animales sin

tratar y en verde los animales tratados con el compuesto 3b. Los datos se representaron y

analizaron estadisticamente (ANOVA, post-hoc Bonferroni) *P-value <0,05. ns representa:

no significativo. Se representa la media + SEM.
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1.5.3.- ESTUDIO DE LA ZANCADA EN ANIMALES HD

Como ya hemos podido comprobar con el ROTAROD, las enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Huntington cursan con alteraciones
motoras. Un estudio complementario al ROTAROD es el estudio de la zancada, que nos
permite conocer la dificultad de estos animales para coordinar sus movimientos. Los
animales HD ven reducida la longitud de su zancada en casi 10 milimetros menos que
los animales control (Figura 8R). Mientras que nuestros animales HD alimentados con
3b parecen expresar una tendencia a revertir el efecto fenotipico de descoordinacion
motora propio de esta patologia, pero no con significancia estadistica (Figura 8R). Por lo
gue podemos concluir que, aunque exista una tendencia de los datos de mejora del

fenotipo, el compuesto 3b puede no generar alteraciones en la longitud de la zancada.
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Figura 8R. Efectos del compuesto 3b en la longitud de la zancada de ratones HD y
ratones control. Se la longitud de las pisadas (mm) de 4 grupos de individuos. Dos
bloques de datos, en el bloque de la izquierda se representan los ratones control. El
blogue de la derecha muestra los animales EH. En gris los animales sin tratar y en
verde los animales tratados con el compuesto 3b. Los datos se analizaron
estadisticamente con la prueba (ANOVA, post-hoc Bonferroni, ns: no significativo.
Se representa la media = SEM).
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2.- ENSAYOS FARMACOLOGICOS CON COMPUESTOS REGULADORES DE RECEPTORES

IMIDAZOLICOS EN DROSOPHILA MELANOGASTER

2.1.- CARACTERIZACION MODELO HD DE MOSCA

Para los ensayos farmacolégicos con los compuestos agonistas imidazélicos de nueva
sintesis en mosca se realizaron dos experimentos para la validacién del modelo
experimental. Las moscas utilizadas tenian insertado un elemento transponible que
expresa la huntingtina humana (HTT) con 128 repeticiones del triplete CAG bajo control
de la secuencia UAS (P{UAS-HTT.128Q.FL}f27b), nos referiremos a ellas como las moscas
HD. Para conocer los efectos de expresion de la construccién HTT humana en mosca
contamos el nimero de sinapsis de NMJ tanto en larva como en adulto (Figura 9R). El
fenotipo es visible en los individuos adultos, pero no en las larvas. El resultado valida el
modelo neurodegenerativo esperado de pérdida de sinapsis al menos en el adulto
(Figura 9R). Al igual que para la expresién del péptido amiloide humano, el efecto
deletéreo sobre las sinapsis de estas proteinas con tendencia a generar agregados y a
producir toxicidad en neuronas, es patente solo en individuos adultos y tras al menos 5
dias desde la eclosion (apartado 1.1). Se podria interpretar que los tiempos mas cortos
de vida de la larva lll, apenas 3 dias, no son suficientes para que estas proteinas
produzcan fenotipos observables.

Igualmente se valoré la actividad locomotora durante 48 horas, usando el sistema
Trikinetics y se observaron diferencias significativas siendo las moscas HD las que ven

reducida la actividad locomotora (Figura 10R).
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Figura 9R. Efecto de la sobrexpresion de HD128Q en el nimero de sinapsis de la NMJ
de 15 moscas control o HD128Q. Las moscas HD128Q (HD) estan representadas en
blanco mientras que las moscas control aparecen en gris. (A) Las moscas HD adultas
ven reducido su numero de sinapsis de manera significativa. (B) No existen
diferencias en el nUmero de sinapsis de larva entre las moscas control y las moscas
HD. Se ha utilizado el promotor elav-Gal4 que dirige la expresion de HD128Q a todas
las neuronas. La media + SEM engloba tres experimentos independientes (T de
Student, post-hoc Bonferroni déonde*** P <0,001 y ns: no significativo. Se representa
la media + SEM)
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Figura 10R. Efecto de la sobrexpresion de HD128Q (HD) en la actividad locomotora
acumulada de 15-20 moscas macho durante 48hrs. Se mide el nimero de veces que
la mosca pasa a través del infrarrojo. Las moscas HD128Q (HD) estan representadas
en blanco mientras que las moscas control aparecen en gris. Las moscas HD (blanco)
adultas ven reducida su actividad locomotora de manera significativa. Se ha utilizado
el promotor D42-Gal4 que dirige la expresion de HD128Q a la unién neuromuscular.
(T de Student, post-hoc Bonferroni dénde *** P <0,001 y ns: no significativo. Se
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2.2 EFECTOS DE LOS LIGANDOS IMIDAZOLICOS SOBRE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA

DE LA MOSCA

Como hemos comentado anteriormente, los receptores imidazélicos 12 (12-IR) estadn
alterados en el cerebro de los pacientes con enfermedad de Alzheimer. Por ello, una
hipdtesis de trabajo consiste en que los ligandos 12-IR pueden tener un gran potencial
terapéutico como agentes neuroprotectores.

Estamos interesados en el papel a nivel de la sinapsis de una nueva familia de
compuestos ligando que muestran una alta afinidad por los Receptores I2-IR. Los
estudios previos in vivo en ratones hembra SAMP8 (modelo de ratdén con senescencia
acelerada, este modelo exhibe un grado moderado a severo de pérdida de actividad,
caida del cabello, lordocifosis y muerte prematura), mostraron que los tratamientos con
dos de estos nuevos ligandos I12-IR producen efectos beneficiosos en el comportamiento
y la cognicién (Vasilopoulou, Rodriguez-Arévalo, et al., 2021), (Rodriguez-Arévalo et al.,
2021).

En este trabajo, se han probado diferentes moléculas pequefias en dos contextos de
neurotoxicidad en mosca el de la enfermedad de Alzheimer y el de la enfermedad de
Huntington. En primer lugar, se utilizaron las moscas que expresan la huntingtina
humana con un numero patoldgico de repeticiones de glutamina (HD128Q) y que
denominamos moscas HD y que junto con los controles LacZ fueron tratadas con
distintos compuestos. Los compuestos se diferencian por tener distinta afinidad vy
mecanismo de accidon para su union a los receptores 12-IR.

Se probaron un total de 14 compuestos a través del ensayo de actividad locomotora o
Trikinetiks, de los 14 se muestran sélo los resultados de los compuestos mas
representativos (Figura 11R). Sélo uno de ellos, el compuesto 3 (Comp3) tuvo resultados
de rescate del fenotipo, es decir que las moscas HD alimentadas con este compuesto
presentaban niveles normales de actividad locomotora, para el resto de compuestos no
se encontraron cambios (Comp2) o incluso el tratamiento producia un efecto deletéreo
en la locomocién (IDA o Comp 4), tanto en moscas HD como en moscas control (Figura
11R). Todos los tratamientos se realizaron a la misma concentracién (100 um), cuando
alguno de ellos resulté tdxico no se hicieron pruebas con dosis menores ya que la dosis
elegida ya tenia en cuenta la afinidad del ligando por 12IR y dicha toxicidad podria

deberse a interacciones con otras vias. La mayoria de los compuestos fueron testados
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por primera vez en animales, y otros como Idazoxan, que ya habia dado resultaron

prometedores en el modelo de Alzheimer de ratén (Rodriguez-Arévalo et al., 2021)
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Figura 11R. Ejemplos del efecto del tratamiento con compuestos ligando de los receptores
Imidazélicos en la actividad locomotora de la mosca. Durante 72hrs se midié la actividad
acumulada del numero de pases a través del infrarrojo de 15-20 moscas adultas alimentadas
con soluciones de papilla enriquecida con los distintos compuestos. El experimento se ha
realizado con 4 grupos experimentales, 2 grupos control con y sin tratamiento, y 2 grupos de
moscas HD con o sin tratamiento. Los datos se agrupan en dos bloques de datos, por un lado,
los relativos a las moscas control y por el otro a las moscas HD (A) Ensayo de actividad
locomotora con el compuesto Idazoxan. En verde los animales tratados y en gris sin
tratamiento. Tanto los animales control como los HD sufren un efecto tdxico al tratamiento
reduciendo su actividad locomotora (B) Ensayo de actividad locomotora con el compuesto
Comp1l en azul. Con este compuesto no encontramos un efecto resefiable derivado del
tratamiento (C) Experimento con el compuesto Comp2 en morado. Este compuesto no
produce ningun efecto (D) En naranja, se representan las moscas tratadas con Comp4. Este
compuesto resulta especialmente téxico para la mosca, afectando gravemente a su
locomocién. Las barras grises representan a los animales que no han recibido tratamiento y
han sido alimentadas con vehiculo (DMSO). Los datos se analizaron estadisticamente ANOVA,
post-hoc Bonferroni, dénde *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ns representa: no significativo.
Se representa la media = SEM).

80



2.2.1.- EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON COMP3 EN DOS MODELOS DE

NEURODEGENERACION DE DROSOPHILA

Solo el compuesto 3 (Comp3) resultd proteger frente al fenotipo de perdida de actividad
locomotora en el modelo de moscas HD. Para comprobar si este efecto de proteccion
funcional de la motoneurona es Unico del modelo de Huntington, realizamos el mismo
experimento de locomociéon en moscas aff42-Arc2E. De acuerdo con los experimentos
realizados, el Comp3 es capaz de revertir el efecto de pérdida de actividad locomotora
en ambos modelos, tanto el de HD como el de a42-Arc2E. (Figura 12R). Al replicar los
efectos en ambas construcciones, la proteina 12-IR a la que se dirige la accion del
compuesto 3 (Comp3) se postula cdmo una diana terapéutica ante enfermedades

neurodegenerativas muy prometedora.
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Figura 12R. Efecto del compuesto Comp3 en la capacidad locomotora acumulada de la
mosca. Se midié la actividad acumulada del nimero de pases a través del infrarrojo
durante 72hrs de 15-20 moscas adultas alimentadas con soluciones de papilla enriquecida
con el Comp3 o DMSO. En rojo encontramos las moscas tratadas con Comp3 y en gris
oscuro controles tratados con vehiculo DMSO. El compuesto comp3 fue testado en los
modelos de Alzheimer y Huntington con resultados relevantes de recuperacion del
fenotipo en ambos modelos. Los datos se analizaron estadisticamente (ANOVA, post-hoc
Bonferroni, dénde *P<0,05; ***P<0,001, ns representa: no significativo. Se representa la
media + SEM).
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Ademas, quisimos relacionar el fenotipo funcional de la locomociéon con el nimero de
sinapsis de la NMJ. Al realizar un ensayo de contaje de sinapsis en moscas af42-Arc2E,
observamos que el tratamiento con el compuesto Comp3 también puede revertir la

pérdida sinaptica provocada por la acumulacion del péptido amiloide (Figura 13R).
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Figura 13R. Efecto del compuesto Comp3 en el numero de sinapsis de la mosca. Los
datos estan divididos en dos genotipos, moscas control y moscas aBf42-Arc2E. En rojo
encontramos las moscas tratadas con Comp3 y en gris oscuro controles tratados con
vehiculo DMSO. El tratamiento con el compuesto comp3 es capaz de revertir el
fenotipo de pérdida sindptica. La media * SEM engloba tres experimentos
independientes Los datos se analizaron estadisticamente (ANOVA, post-hoc
Bonferroni, dénde **P<0,01, ns representa: no significativo. Se representa la media +
SEM).
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Il.- EL CONTEXTO SEXUAL Y EL DIMORFISMO EN PATOLOGIAS SINAPTICAS

2.1.- PAPEL DE LOS RECEPTORES ESTEROIDEOS: ESQUEMA DE TRABAJO

Usaremos Drosophila melanogaster para investigar el papel de receptores esteroideos
en la sinaptogénesis y el impacto del sexo en los posibles efectos. Para saber cual es el
efecto del receptor de ecdisona en la funcién sindptica hemos propuesto un esquema
de trabajo dénde incluimos, ademas, la variable “sexo del individuo” como parametro
de interés. Estudiaremos los diferentes miembros e isoformas del receptor de ecdisona
en dos contextos: en un circuito altamente dimérfico, las neuronas dsx y en una

estructura menos dimoérfica conservada, la unién neuromuscular (Figura 14R).

Neuronas sanas Pérdida neuronal
Hecto ECR ,VA, ~
Importancia /\&% g |
del Sexo
CIRCUITO MUY DIMORFICO - CIRCUITO POCO DIMORFICO
Neuronas DSX Unién Neuromuscular
ER-B1 |
ERB2 I
ECRA - |-
usP =

Figura 14R. Esquema de funcionamiento de trabajo en el estudio del dimorfismo
sexual y la modulacion sindptica. Investigaremos el papel del receptor de ecdisona en
la disfuncién sinaptica tanto en un circuito dimdrfico: neuronas DSX, como en un

circuito no dimorfico: La unién neuromuscular.

2.2.- EFECTOS DE LA SOBREXPRESION DE LAS ISOFORMAS EcR EN EL ALA DE LA MOSCA

ADULTA

Realizamos estudios exploratorios destinados a averiguar el efecto de la sobrexpresién
de las isoformas del receptor de ecdisona en distintos dominios. Utilizando un promotor
especifico de ala (SalPE-Gal4), se comprobd que el exceso de EcRA produce un fenotipo

de alas consistente en que se desarrollan plexos en las venas, sobre todo en las venas
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L3 y L2, algo que no ocurre en un ala silvestre o control. De acuerdo con los resultados
obtenidos, el fenotipo parece ser mas grave en las alas de los machos que en la de las
hembras. Al realizar el experimento con la isoforma EcRB1, encontramos un fenotipo
letal en el estadio de pupa con necrosis en el ala. Y cuando comprobamos los efectos
con la isoforma EcRB2, los efectos son similares que con EcRA, se generan plexos en las
venas de caracter anormal que parecen mas pronunciados en las hembras (Figura 15R).
De acuerdo con los resultados obtenidos en el dominio de ala, tenemos la primera
evidencia de que la sobreexpresién de isoformas distintas del receptor de ecdisona, no
solo produce efectos distintos, sino que pueden afectar a cada sexo de maneras

diferentes

Control 6\ : SalPE>EcRA 9 SalPE>EcRA
e —————
k - Lt - _—
-~ _ -
. & .
D E =
6\ SalPE>EcRB2 9 SalPE>EcRB2

Figura 15R. Efecto de las isoformas de EcR en el ala de la mosca. (A) Ala de control
gue muestra la ubicacién de las venas longitudinales 2-5 (L2-L5); vena transversal
anterior (ACV); vena transversal posterior (PCV). (B) Ala mutante con exceso de EcRA
de macho dénde se notan los plexos anomales en las venas L3 y L2. (C) Ala mutante de
hembra con el efecto de exceso de plexos derivado de la sobreexpresién de EcRA en el
dominio Sal-PE. (D) Ala macho con los efectos de EcRB2 (E) Ala hembra mutada con
EcRB2.

Conociendo este hecho, quisimos saber mdas sobre cdmo podria estar actuando las

distintas isoformas del receptor de ecdisoma en el sistema nervioso y especificamente

en el establecimiento de la sinapsis.

84



2.3.- PAPEL DEL RECEPTOR DE ECDISONA EN EL CONTROL DEL NUMERO DE SINAPSIS

2.3.1.- DIFERENCIAS BASALES EN LA EXPRESION DEL GAL4 Y EcRA

En primer lugar, realizamos una PCR cuantitativa (QPCR) para comprobar si los niveles
de expresién del factor de transcripcién Gal4 en el cerebro de las moscas a estudio,
variaba entre ambos sexos (Figura 16R). Como hemos visto en capitulos anteriores, el
gen Gal4 codifica la proteina activadora de la transcripcién de la levadura Gal4 que,
uniéndose al gen UAS (Upstream Activation Sequence) elaboran el sistema Gal4/UAS. El
promotor Gal4 se une especificamente a UAS para activar la transcripcion de un gen de
interés. Esto resulta importante para los siguientes experimentos ya que necesitamos
saber si los niveles de expresidn se mantienen similares entre sexos para poder estudiar
las diferencias debidas al sexo como variable experimental. Los resultados muestran que
los niveles de expresion Gal4 no difieren entre machos y hembras (Figura 16R).

A continuacion, se hizo el mismo abordaje experimental para conocer los niveles basales
de expresion de EcRA entre machos y hembras y, de nuevo, no encontramos diferencias
significativas entre ambos sexos (Figura 16R). Por lo que podemos concluir que las
diferencias que encontremos entre los sexos nunca se podran achacar a distintos niveles

de sobreexpresidn de las construcciones.
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Figura 16R. Grafica que representa los valores obtenidos por qPCR de Gal4 y EcRA. Se
utilizaron cabezas de 15 moscas hembra y 15 moscas macho con el genotipo control
UAS-LacZ; elav-Gal4y con genotipo con sobrexpresién EcRA: UAS-EcRA; elav-Gal4. (A)
Gréfica para los valores de Gal4. (B) Grafica para los valores de ECRA. En negro aparecen
representadas las muestras control, en gris oscuro los datos para “hembras” y en gris
claro los datos para “machos” (Prueba estadistica t de Student; ns representa: no
significativo. Se representa la media + SD).
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2.3.2.- DIFERENCIAS BASALES EN EL NUMERO DE SINAPSIS EN MOTONEURONAS DE

LARVA Y ADULTO

Para continuar, exploramos si las uniones neuromusculares presentan dimorfismos
sexuales en términos de numero de sinapsis tanto en larvas como en adultos. No
encontramos diferencias significativas entre machos y hembras en larva, mientras que
la mosca adulta, presenta significativamente mas sinapsis en las hembras (Figura 17R).
Debido a que tanto el numero como el tamafio de las motoneuronas se conservan entre
sexos y solo hay una diferencia minima en el nimero de sinapsis de la NMJ adulta,

consideramos a las motoneuronas como parte de un circuito poco dimérfico.

B &
00— v <
8007 LARVA © %07  apuo
@ @
2 @
& 400+ £ 400-
2 = *
(7] [7)]
3 3
o 2004 O 200
5] @
& e |
S ]
zZ = |
0 0 T T
Hembra Macho Hembra Macho

Figura 17R. Cuantificacidén de puntos positivos nc82 denominado “numero de sinapsis”.
Valores basales en el numero de sinapsis por sexos (A) Grafica dénde se muestra los
valores basales del numero de sinapsis de la NMJ de larvas dividido por sexos. En gris
las larvas hembras y en blanco las larvas macho. No existen diferencias estadisitcas en
el nimero de sinapsis. (B) Valores basales del numero de sinapsis en las moscas adultas
divididas por sexos. Las diferencias son significativas siendo las moscas macho las que
albergan un menor nimero de sinapsis en comparacién con las hembras. Los datos se
analizaron estadisticamente. (T de Student; post-hoc Bonferroni; *P<0,05. ns
representa: no significativo. Se representa la media + SEM).

2.3.3.- EFECTOS DE LAS ISOFORMAS DE EcR EN LA SINAPSIS DE LA LARVA

Para investigar el papel de las distintas isoformas del receptor de ecdisona en el nimero
de sinapsis en larva, sobreexpresamos las isoformas de EcR o de su co-receptor USP, en
las motoneuronas o usamos RNAi (interferencia de RNA) para disminuir la expresion.

Independientemente del efecto general sobre el nUmero de sinapsis la sobre-expresion
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de EcRA produce una pérdida de sinapsis sélo en los machos. También observamos un

efecto, de nuevo en los machos, ante la falta de USP.
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Figura 18R. Cuantificacion de puntos positivos nc82 en porcentaje frente a los controles
cuando las diferentes isoformas del receptor de ecdisona estan reguladas hacia arriba
o hacia abajo en las uniones neuromusculares de las larvas (NMJ) del musculo
longitudinal ventral en el tercer segmento abdominal. Los datos del fenotipo hembra
en gris y los de macho en blanco. Los datos se analizaron estadisticamente. (T de
Student; post-hoc Bonferroni; * P <0,05. ns representa: no significativo. Se representa
la media * SEM).

2.3.4.- EFECTO DE LA SOBREXPRESION DE EcRA EN LA SINAPSIS DEL ADULTO

Tras el efecto tan acusado en las larvas, quisimos comprobar si el nimero de sinapsis en
las moscas adultas se veia alterado ante el exceso de EcRA. Comprobamos que, si habia
alteracion, pero, al contrario que en la larva, fueron las hembras las que perdieron
sinapsis de forma significativa. Este fenotipo dimérfico se mantiene en el adulto
independientemente del Gal4 utilizado (elav-Gal4 de tipo pannerural, o D42-Gal4 varias

areas del sistema nervioso, pero especialmente de motoneuronas).
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Figura 19R. Cuantificacidn de puntos positivos nc82 en porcentaje frente a los controles
establecido como “numero de sinapsis”. Efecto de la sobrexpresion de EcRA en los
circuitos neuronales de elav y D42. (A) Grafico que representa el porcentaje de sinapsis
en NMJ de hembras que sobreexpresan la isoforma A del receptor de ecdisoma bajo
dos promotores diferentes del SNC (elav: panneural y D42: especifico de
motoneurona). Las moscas hembra con la mutacién EcRA sobrexpresada tienen una
reduccion en las sinapsis. (B) Machos con la mutacién EcRA. Los datos se analizaron
estadisticamente. (ANOVA; post-hoc Bonferroni; ***P<0,001; ns representa: no
significativo. Se representa la media + SEM).

2.3.5.- EFECTO DE LA ISOFORMA EcRA Y DEPENDENCIA DE LIGANDO

Para caracterizar funcionalmente el fenotipo diferencial de machos y hembras debido a
la sobreexpresion del receptor de ecdisona en el sistema nervioso del adulto, utilizamos
la construccién UAS-EcRAW®>%4 (llamada en adelante EcRA DN) que expresa una version
mutada de la isoforma A de EcR y que ha sido considerada en algunos estudios como
dominante negativa. La construccidn EcRA DN contiene una mutacion en el dominio de
union del ligando, evitando que la hormona libre pueda unirse adecuadamente al
receptor. Con este experimento, queriamos saber si el efecto sobre las sinapsis es un
efecto independiente de la union del ligando ecdisona. La sobreexpresion de EcCRA DN
no presenté ningun efecto sobre el nimero de sinapsis, encontrandose un nimero de

sinapsis igual al control tanto en hembras como en machos, lo que indica la dependencia
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de la ecdisoma en los fenotipos observados con la sobreexpresion de la isoforma salvaje

(Figura 20R).
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Figura 20R. Efecto de la expresidon de EcRA W6>0A (ECRA-DN). En gris se representan las
hembras y en blanco los machos. (A) Gréfico que representa el porcentaje de sinapsis
en NMJ de hembras que sobreexpresan la forma mutada de EcRA-DN bajo el dominio
elav, es decir, todas las neuronas. Las moscas hembra con la mutacion EcRA-DN no
experimentan cambios en el nimero de sinapsis conforme al control. (B) Machos con
la mutacién EcRA-DN dénde no suceden cambios en el porcentaje de sinapsis. Los datos
se analizaron estadisticamente con la prueba t de Student. ns representa: no
significativo. Se representa la media £ SEM.

2.4.- EL EFECTO DIMORFICO SOBRE LA SINAPSIS TIENE UNA CONSECUENCIA

FUNCIONAL EN LA ACTIVIDAD DIARIA Y LA SUPERVIVENCIA

El ensayo de actividad locomotora en Trikinetiks permite evaluar simultdneamente
tanto la actividad diaria y sus ritmos circadianos como la capacidad de movimiento de
las moscas, lo que permite evaluar a nivel funcional la actividad de las motoneuronas,
pero también la actividad referente a otros centros neuronales superiores.

Todos los organismos muestran un comportamiento ritmico fisioldgico que suele estar

asociado a variaciones en los cambios ambientales. Las hembras de Drosophila, debido
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a su fisiologia inherente de la puesta de huevos, tienen curvas de actividad con patrones
mas abruptos que los machos, con mayor actividad diurna y un despertar mds
adelantado.

En las moscas que sobreexpresan EcRA, el patron normal de actividad diaria se altera en
ambos sexos (Figura 21R). Los machos que sobreexpresan ECRA muestran una pequeia
alteracion al final del dia (Figura 20R A), por el contrario, las hembras no pueden seguir
una rutina de actividad normal, mostrando una disminucién de actividad a lo largo de
todo el dia y con los picos de actividad mucho menos pronunciados y menor tiempo de

suefio total (Figura 21R B).

Activity (a.u)

Activity {a.u)

Figura 21R. Actividad locomotora de las moscas EcRA de 9 a 21 horas. Se registro la
actividad de 15 moscas hembra y 15 moscas macho de 3 dias de edad durante 4 dias.
(A) Curva de actividad de machos. (B) Curva de actividad de hembras. Las lineas negras
representan las moscas de control y las lineas rojas las de EcRA.

También pudo evaluarse la cantidad de moscas vivas (o porcentaje de supervivencia)
gue encontramos a los 5 dias de iniciar el experimento. Los resultados en los parametros
evaluados tanto el ritmo, el porcentaje de supervivencia, el tiempo de suefio (actividad
por debajo de 5 unidades) o la actividad promedio muestran defectos en las moscas
EcRA tanto hembras como machos (Tabla 3). Pero es en las hembras EcRA ddénde el
fenotipo de todos los pardmetros se encuentra considerablemente mas agravado,
especialmente en la supervivencia o el tiempo de suefio. Por razones aun desconocidas,
las moscas hembra EcRA encuentran su patrén de suefio-actividad muy alterado, siendo

un parametro fundamental en la viabilidad de la mosca.
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MACHOS HEMBRAS

CONTROL EcRA CONTROL

EcRA

RITMO 100% 93% 100% 83%
% SUPERVIVENCIA 92% 87,5% 95% 68,7%
(a los 5 dias)

TIEMPO DE SUENO 360 min 360 min 255 min 90 min
(min)

ACTIVIDAD 3,8 4,3 8,2 4,9
(Promedio)

Tabla 3. Pardmetros de suefo-actividad de las moscas EcRA. Se encuentran
representados 4 grupos de individuos con 16 moscas por grupo, siendo hembras y
macho control y hembras y macho EcRA. Se reflejan los valores de los parametros
cuantificados con la herramienta Trikinetiks. Se han cuantificado el ritmo, el porcentaje
de supervivencia a los 5 dias, el tiempo de suefio y la actividad promedio.

Con todo ello podemos concluir que, junto con el fenotipo de pérdida de sinapsis en la
unidon neuromuscular, la sobreexpresion de EcRA provoca cambios importantes en la
capacidad de las hembras para moverse y un desajuste en el mantenimiento de sus

patrones de actividad vital.

2.5.- LA SOBREEXPRESION DE EcRA ALTERO LA NEURITOGENESIS DE UNA MANERA

DEPENDIENTE DEL SEXO

Las neuronas que expresan el gen dsx estdn presentes tanto en hembras como en
machos, pero, en su patréon neuronal, tienen claras diferencias en el nimero de
neuronas y sus proyecciones. Por esta razén, podemos considerar que las neuronas que
expresan dsx constituyen un circuito neuronal altamente dimérfico. Estas diferencias
son relevantes desde el punto de vista del comportamiento copulatorio, ya que la
alteracion de la funcidon neuronal dsx conduce a comportamientos muy aberrantes en
ambos sexos. Esto sugiere, que estas neuronas instruyen programas neuronales
especificos en cada sexo. Investigamos el papel de EcRA en estas neuronas en particular,
las neuronas dsx estdn marcadas con GFP y podemos medir el drea total que ocupan las
neuronas dsx. En las hembras las neuronas dsx pierden casi el 50 por ciento de sus

ramificaciones una vez que la isoforma EcRA esta sobreexpresada (figura 22R), mientras
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que en los machos no hay diferencias significativas (Figura22R). Pero, el nimero total
de células del circuito dsx no sufre ningin cambio por la sobreexpresion de EcRA ni en
machos ni en hembras (Figura 23R).

Estd claro que ambos patrones dsx son diferentes entre sexos, pero, ademas las

neuronas de las hembras son mucho mas sensibles a los cambios de la sefializacion de

receptor esteroideo.
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Figura 22R. Efecto de la sobreexpresion del receptor de ecdisona en neuronas dsx.

(A) Imagen confocal del patron de neuronas dsx (dsx-Gal4) en moscas hembra de tipo
salvaje. (B) Esta imagen muestra neuronas dsx con sefial GFP, afectadas por la sobrepresién
de EcRA (flechas blancas). Existe una pérdida de sefal GFP en los terminales axonales. (C)
Patron de neuronas dsx en moscas macho de tipo salvaje. (D) Patrén de neuronas dsx bajo
la sobreexpresidn de EcRA en un cerebro macho. (E) Cuantificacidn del porcentaje de sefial
de GFP de neuronas dsx en cerebros de hembras adultas, en gris. (F) Cuantificacion del
porcentaje de sefal de GFP en el cerebro macho. Los datos se analizaron estadisticamente.

(t de Student; post-hoc Bonferroni; ***P<0,001; ns representa: no significativo. Se
representa la media + SEM).
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Figura 23R. Efecto de la sobreexpresion del receptor de ecdisona en neuronas dsx
(puntos mcherry positivos). (A) Imagen confocal de cerebro adulto de hembra con el
patron marcado de neuronas dsx (dsx-Gal4) con los nucleos marcados con UAS-
mCherry (B) Imagen confocal de cerebro adulto de macho con el patrén marcado de
neuronas dsx (dsx-Gal4) con los nucleos marcados con UAS-mCherry (C) Cuantificacion
del porcentaje de los puntos mCherry (marcan el nicleo de las neuronas dsx) en moscas
hembras mutadas por la sobreexpresién de EcRA y UAS>LacZ como moscas control (D)
Cuantificacion de machos entre el control y machos con EcrA sobreexpresado. Los
datos se analizaron estadisticamente. (t de Student; post-hoc Bonferroni; ns
representa: no significativo. Se representa la media + SEM).

2.6.- ESTUDIO DEL PAPEL DE LA DETERMINACION SEXUAL EN EL FENOTIPO DE EcRA

SOBRE LA SINAPSIS

En busca de posibles mecanismos para explicar los efectos dimdrficos debidos a EcRA,
hemos explorado la relacién con las vias de determinacién sexual. En Drosophila, los
genes de la jerarquia de determinacién del sexo como TraF orquestan el desarrolloy la
diferenciaciéon de tejidos especificos de sexo, estableciendo la fisiologia y los circuitos
neuronales tipicos de cada sexo (Introduccion, Figura 15). El gen Tra sélo se transcribe a
proteina en las hembras, pero no en los machos. Con el experimento de sobrexpresar
TraF (la isoforma femenina) en la uniéon neuromuscular (NMJ) de machos podemos
“feminizar” estas células con una identidad sexual “masculina” de origen. De igual
forma, en la NMJ de las hembras, con la sobrexpresion de TraF se producird el evento

de “superfeminizacién” celular. En definitiva, podemos decir que cambiamos el género
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en aquellos dominios donde expresemos esta construccion mientras que el resto del
organismo mantiene su identidad.

Al cuantificar el porcentaje de sinapsis entre hembras y machos, vemos que el
dimorfismo tiene distinto sentido en larvas que en adultos.

En la larva son los machos los que ven afectado su nimero de sinapsis ante la sobre-
expresion de EcRA y este fenotipo desaparece cuando se co-expresa TraF junto con
EcRA, mientras que en las hembras no hay cambios significativos en ningun caso (Figura
24R). En los adultos el efecto de pérdida sindptica causada por EcRA afectaba sdlo a las
hembras y o de nuevo el fenotipo se revierte por la expresion de ambas construcciones
EcRA y TraF Mientras que en los machos no hay variaciones significativas (Figura 24R).
Aunque los efectos dimorficos en larvas y adultos son diferentes, en ambos casos se
revierten los efectos producidos por EcRA con la modificacion de los genes de
determinacién sexual producida por la co-expresion de TraF.

Con este hecho, podemos decir que es la identidad sexual celular y no otros efectos
indirectos de tipo sistémico, los que dan cuenta del efecto dimodrfico por la
sobreexpresidn de EcRA, por ello cuando esa identidad sexual celular es modificada los

efectos de EcRA desaparecen.
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Figura 24R. Efectos dimodrficos en el niUmero de sinapsis ante la expresién de TraF en la
NMJ de larva o de adulto (D42-Gal4) (A) Grafica donde se representan los valores del
porcentaje de sinapsis de 15 larvas hembra ante la sobrexpresién de las distintas
construcciones. (B) Grafica de los valores de larva macho (C) Grafica dénde se
representan los valores del porcentaje de sinapsis de 15 hembras adultas ante la
sobrexpresion de las distintas construcciones (D) Grafica que representa los valores del
porcentaje de sinapsis en la NMJ de macho (t de Student; post-hoc Bonferroni;
***p<0,001; **P<0,01; * P <0,05 ns representa: no significativo. Se representa la media
+ SEM).

2.7.- PAPEL DE LA SENALIZACION ESTEROIDEA EN LA NEURODEGENERACION

Después de haber comprobado el distinto impacto en funcién del sexo que tiene
modificacion de la sefializacién del receptor de ecdisoma, decidimos valorar los efectos
del sexo en los modelos de mosca para la enfermedad de Alzheimer o Huntington en el
circuito neuronal dimérfico de las neuronas dsx (Figura 23R).

Comprobamos que tanto en moscas hembra como en machos el efecto de la
sobrexpresién de aB42-Arc2E o HD conlleva una pérdida de sefal GFP en las neuronas
dsx esto es, que hay una pérdida del area total neuronal. La pérdida de area neuronal se
produce en ambos sexos y en ambos modelos, pero es en el modelo de HD dénde
encontramos un efecto dimérfico, siendo el fenotipo mds acusado en las hembras
(Figura 25R). Por lo que el contexto del sexo puede ser una variable determinante para

el progreso de la neurodegeneracion.
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Segun la literatura, la regulacion hormonal estd implicada en la progresién de algunos
trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer (Pike, 2017). Por ello
quisimos comprobar si el efecto de pérdida de sinapsis derivada de la sobrexpresiéon de
EcRA previamente descrita, puede agravarse con la suma del efecto de sobrexpresion
de la construccion aPp42-Arc2E. Y si este efecto, de nuevo, difiere entre hembras vy
machos.

Los datos ofrecen un resultado sostenible del efecto sinérgico entre la sobreexpresion
de ambas construcciones af42-Arc2E y EcCRA dénde se pierde un porcentaje significativo
en el drea total de las neuronas dsx en hembras y machos, encontrando un efecto mas
acusado en las hembras (Figura 25R). Por el contrario, al utilizar el RNA de interferencia
de EcRA, junto con la sobrexpresién de aPf42-Arc2E, el efecto de la pérdida neuronal se
atenua y en el caso de los machos se recupera parcialmente el fenotipo (Figura 25R).
Este hecho nos lleva a pensar que puede existir una relacion de equilibrio entre el

receptor de ecdisona y los efectos derivados de la neurodegeneracién.
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Figura 25R. Efectos dimorficos de proteinas neurodegenerativas toxicas en neuronas dsx.

(A1-A3) Imagenes de microscopia confocalrepresentativas de las neuronas dsx-Gal4 marcadas
con GFP (membrana neuronal) de cerebros de hembras (B-B3) Imagenes de cerebros adultos de
machos con las neuronas dsx marcas en verde (mCD8GFP). (A2, B2) Imagen confocal de cerebro
hembra y macho con sobrexpresion de af42-Arc2E (A3, B3) Cerebros adultos que sobreexpresan
el exdnl del gen de la huntingtina humana con la expansién (C) Cuantificacidon del efecto de ap42-
Arc2E y HD en el 4rea total de las neuronas dsx en las hembras (D) Cuantificacion del efecto de
aPB42-Arc2E y HD en el area total de las neuronas dsx en los machos. Los datos se analizaron

estadisticamente. (ANOVA,; post-hoc Bonferroni; ***P<0,001; *P<0,05 Se representa la media
SEM).
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Figura 26R. Interaccion entre EcrA y el contexto neurodegenerativo de la enfermedad de
Alzheimer. (A-C) Imagenes confocales representativas de cerebros de hembra. En verde,
las neuronas dsx. (A’-C’) Imagenes de cerebros adultos de machos con las neuronas dsx
marcadas en verde (GFP). (A, A’) Cerebros control tanto de hembra como de macho (B-
B’) Cerebros adultos de hembra y macho que sobreexpresan aB42-Arc2E (Arc2e) y ECRA
(C-C’) Cerebros adultos de hembra y macho que sobreexpresan ap42-Arc2E y el RNA de
interferencia de EcRA (D) Cuantificacion del efecto de aB42-Arc2E y HD en el area total
de las neuronas dsx en los machos. Los datos se analizaron estadisticamente. (ANOVA;
post-hoc Bonferroni; ***P<0,001; *P<0,05 Se representa la media + SEM).
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2.8.- REGULACION ESTEROIDEA Y CASCADAS DE SENALIZACION DE MUERTE CELULAR

En el apartado 2.3 hemos mostrado el efecto de la sobrexpresion de EcRA que deriva en
la reduccion del nimero de sinapsis en la unién neuromuscular o la pérdida del area
total neuronal en las neuronas dsx. Es conocido el papel que tiene el receptor de
ecdisona, asi como otros receptores esteroideos en regular la expresion de genes
relacionados con la apoptosis.

Por ello, diseflamos un experimento para conocer si el efecto de EcRA pudiera estar
activando vias de muerte celular. Mediante el sistema Gal80ts Gal4/UAS podemos
dirigir la sobreexpresion de EcRA sélo en el cerebro adulto, pero en un momento
concreto (apartado 1, material y métodos). Dejamos que el desarrollo larvario sea
normal y encendemos el sistema de sobrexpresidon una vez a distintos tiempos desde la
eclosidn de la mosca adulta. Asi, realizamos tres tiempos de encendido, al dia 1 de salir
de la pupa, al dia 3y al dia 5, tiempos en los que mediremos muerte celular.

Las células que inician la apoptosis han sido marcadas con el anticuerpo Caspasa 3
activada. La caspasa-3 es una proteina que interactta con caspasa-8 y caspasa-9y juega
un papel central en la fase de ejecucidon de la apoptosis celular.

Desde el dia 1 de vida adulta de las moscas, encontramos un efecto dimdrfico muy
marcado en el nimero de células Caspasa 3 positivas, son las hembras las que exhiben
un patrén de apoptosis que no revelan los machos. En el dia 3, se mantiene el efecto en
las hembras, pero con valores mas reducidos (figura 24R). Mas adelante, en el dia 5, el
numero de células caspasa positivas se reduce hasta alcanzar un nivel basal minimo
entre todos los sexos y genotipos. En resumen, las hembras experimentan un evento de
muerte celular dentro de los 4 primeros dias de vida adulta que no sucede en los machos

(figura 27R).
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Figura 27R. Efecto de la sobrexpresion de EcRA en la muerte celular programada. (A-C)
Imagenes confocales de cerebros de hembra adultos. (A) Cerebro hembra control de dia
1 de vida adulta. (B) Cerebro hembra con sobrexpresién de EcRA de dia 1. Aparecen
marcadas con flechas blancas las células positivas para Caspasa 3. (C) Cerebro adulto de
hembra con 3 dias de vida adulta con EcRA sobrexpresado (D-F) Imagenes confocales de
cerebros de macho adultos. (D) Cerebro macho control de u dia de vida adulta. (E)
Cerebro hembra con sobrexpresiéon de EcRA de dia 1. Las flechas blancas corresponden
a las células positivas para Caspasa 3 (F) Cerebro macho EcRA en el dia 3 de la salida de
la pupa. Los datos se representaron en una grafica de datos agrupados.

2.8.1.- REGULACION ESTEROIDEA Y SU INTERACCION CON EL GEN PROAPOPTOTICO
REAPER (rpr).

Durante el desarrollo de la mosca, es requerida la actividad de diversos genes

proapoptéticos como Reaper, Hid y Grim. La expresién de estos genes esta regulada
diferencialmente entre los distintos tejidos de la mosca, lo que sugiere que hay distintos
requisitos para su activacién. Moscas que carecen de la funcién de Reaper no tienen
afectacién en la mayoria de los tejidos, sin embargo, en el sistema nervioso central
presenta una supervivencia inapropiada de neuronas larvarias y neuroblastos.

Previamente hemos demostrado que el efecto de aumentar la expresion de EcRA en las
neuronas dsx conlleva una pérdida de superficie neuronal, aunque sin alterar el nimero
de células. Pero debido a la regulacién de las vias apoptdticas por parte del receptor de
ecdisona, una de las hipétesis fue que la activacidn de las vias de muerte celular cdmo

una posible causa responsable de los fenotipos de EcRA. Para examinar esta hipodtesis,
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Control

decidimos explorar los efectos de bloquear una de las vias de muerte celular mediante
un RNAI de interferencia de Reaper (gen proapoptdtico) junto con la sobreexpresion de
la isoforma A del receptor de ecdisona en las neuronas dsx. Al ser reaper un gen
proapoptético, cuando reducimos su expresién podemos limitar la activaciéon de la
cascada de muerte celular en las neuronas dsx.

Los resultados muestran un efecto de recuperacién del fenotipo derivado de EcRA al
reducir la expresidon de Reaper. Este efecto sdlo ocurre en las hembras, que son las que

presentaban fenotipo debido a EcRA.
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Figura 28R. La inhibicién de reaper es capaz de recuperar el fenotipo derivado de EcRA
(A-C) Imdagenes confocales de cerebros de hembra adultos. (A) Cerebro hembra
control (B) Cerebro hembra con sobrexpresion de EcRA (C) Cerebro adulto de hembra
con sobrexpresion EcRA y la bajada de expresion de Reaper (A’-C’) Imdgenes
confocales de cerebros de macho adultos. (A’) Cerebro macho control. (B’) Cerebro
macho con sobrexpresion de EcRA (C’) Cerebro adulto de macho con sobrexpresion
EcRA y la bajada de expresion de reaper (D) Cuantificacion de area total neuronal en
cerebros hembra (E) Cuantificacion de area total neuronal en cerebros macho. Los
datos se analizaron estadisticamente. (ANOVA; post-hoc Bonferroni; ***P<0,001;
*P<0,05 Se representa la media * SEM), ns: no significativo
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DISCUSION

l. Generacion y validacion de moduladores sinapticos

. La senalizacion hormonal y el sexo bioldgico juegan un papel en la

modulacidn sindptica

I, Regulacion esteroidea y apoptosis
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.- GENERACION Y VALIDACION DE MODULADORES SINAPTICOS: DIANAS

FARMACOLOGICAS

Como hemos comentado a lo largo de esta tesis, muchos trastornos neurolégicos y
psiquiatricos pueden ser considerados como «sinaptopatias», es decir, enfermedades
debidas a disfunciones en las sinapsis, que son las uniones a través de las cuales se
comunican las neuronas. En la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas, los
escasos medicamentos disponibles alivian de forma parcial los sintomas, no frenan ni
modifican el progreso de la enfermedad. Lo cierto es que este tipo de enfermedades
sigue sin cura. Aunque las muertes por otras causas importantes han disminuido
significativamente, los registros oficiales en Estados Unidos indican que las muertes por
la enfermedad de Alzheimer han aumentado de forma significativa. Entre 2000 y 2019,
el nimero de muertes por enfermedad de Alzheimer registradas en los certificados de
defuncién se ha mds que duplicado, aumentando un 145,2 %, mientras que el nUmero
de muertes por la principal causa de muerte (enfermedad cardiaca) disminuyd un 7,3 %.
(New Alzheimer’s Association Report Examines Racial and Ethnic Attitudes on
Alzheimer’s and Dementia).

La falta de éxito en la busqueda de un farmaco para la enfermedad de Alzhéimer ha sido
una de las mayores frustraciones de la medicina moderna, con una tasa de fracaso de
mas del 99 %. Sin embargo, de este fracaso también se han obtenido ensefianzas que

han servido para buscar nuevos enfoques y redisefiar las estrategias terapéuticas.

1.1.- LA INTERACCION ENTRE NCS1 Y RIC8a COMO DIANA TERAPEUTICA

Anteriormente nuestro laboratorio habia demostrado cémo la interaccion de NCS-1y
Ric8a emergia como una diana terapéutica para las enfermedades que afectan las
sinapsis, debido al papel de esta interaccidén en la regulacién del nimero de sinapsis y
la liberacién de neurotransmisores (Romero-Pozuelo et al., 2007) (Dason et al., 2009).
En este contexto, los resultados in vivo realizados durante este trabajo, muestran que la
estabilizacion del complejo NCS-1 / Ric8a mediada por una acilhidrazona denominada
compuesto 3b, aumenta el nimero de sinapsis hasta niveles normales, exclusivamente
en presencia de una patologia sindptica, que es un requisito esencial para cualquier
tratamiento dirigido a las sinapsis. Por lo tanto, el compuesto 3b constituye un

compuesto prototipico prometedor para futuras investigaciones en el tratamiento de
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trastornos neurodegenerativos como las enfermedades de Alzheimer, Huntington o
Parkinson caracterizadas por una disminucion en el niumero y la eficacia de las sinapsis
que precede a la muerte neuronal (Figura 1D).

El compuesto 3b fue identificado por quimica combinatoria dinamica, actualmente se
trabaja en identificar otros derivados mds eficaces y con mejores caracteristicas

farmacocinéticas.

NCS-1 Ric8a
(2)

H10

Ensayos con el compuesto 3b
Estabilizador unién NCS1/Ric8a

N2 de sinapsis

Enfermedad de Alzheimer
Enfermedad de Huntington

Figura 1D. Este complejo proteico puede ser usado como diana para tratar las
sinaptopatias. El compuesto 3b, es un compuesto estabilizador del complejo NCS1/Ric8a
gue puede servir como regulador de cara a aumentar el nimero de sinapsis en contextos
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de Huntington.

Lo mas interesante de la interaccidon entre NCS-1 y Ric8a como diana terapéutica es que
se trata de una diana generalista comun a todas las patologias, ya que la sinapsis siempre
se ve alterada de forma directa o indirecta. Es un abordaje nuevo y relevante que no
pretende resolver una via especifica alterada en una patologia concreta, sino que al
tratarse de un mecanismo de control del nimero y actividad sindptica puede ser clave

en muchas patologias independientemente de su etiologia.
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1.2.- COMPUESTOS IMIDAZOLICOS: Comp3 COMO NUEVO CANDIDATO

FARMACOLOGICO

En los ultimos afios, grupos de investigacidon con los que se ha colaborado en este
trabajo, han descrito la sintesis de una nueva familia de compuestos con alta afinidad y
selectividad para los receptores imidazdlicos 12. Estos receptores estan alterados en el
cerebro de pacientes con Alzheimer (Abas et al., 2020). La densidad de estos receptores
aumenta post morten en la enfermedad de Alzheimer hasta un 63% (Garcia-Sevilla et al.,
1999), y también se ha sugerido que 12 puede ser un marcador de la gravedad y
malignidad de los glioblastomas humanos (Imperial College London, 2021). Un ejemplo
de la potencialidad farmacoldgica de compuestos ligando de estos receptores, es la del
compuesto Garsevil (LSL60101). Este compuesto, fue descrito por primera vez en 1995
como un ligando especifico de los receptores 12 y destaca por sus propiedades en
farmacocinéticas, facil sintesis y bajo coste, también muestra una alta afinidad y
selectividad con estos receptores en el cerebro humano. Se demostré que este
compuesto mejora el déficit cognitivo en modelos murinos de neurodegeneracion y
Alzheimer (Rodriguez-Arévalo et al., 2021). También, se ha comprobado en ratones los
efectos de este compuesto son mads beneficiosos que los del Donepezil (inhibidor de
acetilcolinesterasa), uno de los pocos farmacos comercializados para tratar el
Alzheimer.

A nivel molecular, se observo que el LSL60101 fue capaz de reducir el nimero de placas
de beta amiloide y los niveles de esta proteina alterada en el cerebro de los animales
tratados, ademas de reducir la fosforilacion de la proteina tau, otro de los
biomarcadores importantes de la progresién de la enfermedad (Rodriguez-Arévalo
et al.,, 2021).

Otro de los ejemplos acerca del uso de compuestos afines a los receptores imidazélicos
es ldazoxan, una droga ampliamente estudiada desde los afos 90. Este compuesto se
estd investigando como tratamiento adyuvante en la esquizofrenia y es capaz de
mejorar los efectos terapéuticos de los antipsicéticos, posiblemente mejorando la
neurotransmision de dopamina en la corteza prefrontal del cerebro, un area del cerebro
que se cree que esta involucrada en la patogenia de la esquizofrenia (Bousquet et al.,
1999). Ademas, ha demostrado ser una clara diana terapéutica ante contextos

neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer (F. Zhang et al., 2020). Un tercer
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ejemplo de la potencialidad terapéutica de compuestos ligando-imidazélicos de 12 es
CR4056. Esta caracterizado por una potente actividad analgésica en diferentes modelos
animales experimentales de dolor, ademas en un ensayo clinico reciente de fase I,
CR4056 redujo eficazmente el dolor en pacientes con osteoartritis de rodilla.

En este trabajo se han testado una bateria de compuestos-ligando de receptores 12
encontrando el compuesto Comp 3 como un candidato valido y probado de modulacién
sindptica en un modelo neurodegenerativo tanto de la enfermedad de Alzheimer. Este
compuesto ademas es capaz de revertir el defecto de la pérdida de actividad locomotora
de las moscas tanto para el modelo de Alzheimer como para el de Huntington. El
compuesto Comp3 se postula aqui como un buen candidato farmacolégico ante la
disfuncidn sindptica. Las perspectivas futuras que se plantean es saltar al siguiente nivel
de investigacion con ensayos en modelos murinos.

Por otro lado, en este trabajo también se pone de manifiesto el uso de la mosca como
herramienta avatar de screenings farmacoldgicos. En un corto periodo de tiempo fue
posible testar multiples compuestos con obtencién de resultados relevantes y a bajo

coste experimental.
@ 8 Comp3

s‘O
—
Receptor
12

@ Ensayos con compuestos ligandos
de receptores Imidazélicos |,.

' N2 de sinapsis

Enfermedad de Alzheimer
Enfermedad de Huntington

Figura 2D. Los compuestos ligando para receptores 12, en concreto Comp3, pueden
contemplarse como diana para tratar las sinaptopatias. El compuesto Comp3, tiene una
alta afinidad por los recepetores 12 y consigue a aumentar el nimero de sinapsis y la
actividad locomotora en contextos neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer o la enfermedad de Huntington.
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La funcién neuronal, entendida como el nimero de sinapsis y su actividad, es el principal
determinante en el procesamiento cerebral, los cambios que se desvian de la
normalidad pueden conducir a enfermedades neuroldgicas. En nuestro trabajo usando
como modelo la mosca observamos, en las larvas y adultos, que los machos y las
hembras muestran diferencias significativas en el numero de sinapsis de la unién
neuromuscular ante la sobreexpresion del receptor esteroideo de ecdisona.

En esta tesis probamos que el receptor de ecdisona juega un papel en el control del
numero de sinapsis de una manera especifica de isoforma, relativa a la isoforma A del
receptor. En la larva la sobreexpresion de la isoforma A del receptor disminuye el
numero de sinapsis en los machos, pero en una vez alcanzada la etapa adulta el fenotipo
es el inverso, siendo las hembras las que ven reducido drasticamente el nimero de
sinapsis ante la sobreexpresion del receptor (Figura 18R).

En las hembras adultas el nimero de sinapsis y la capacidad locomotora se encuentran
altamente afectados ante la sobreexpresion de EcRA tanto en el circuito poco dimdrfico
de la NMJ como en el circuito altamente dimérfico dsx.

Aunque hablemos de la mosca, estos resultados ponen de manifiesto la importancia del
receptor de hormonas en el establecimiento sinaptico y los posibles efectos derivados
de su alteracion en patologias neuroldgicas.

Especificamente, en humanos, las acciones de las hormonas sexuales durante el
desarrollo temprano pueden conferir una vulnerabilidad inherente del cerebro

femenino al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas en la edad avanzada.

Il.- LA SENALIZACION HORMONAL Y EL SEXO BIOLOGICO JUEGAN UN PAPEL EN LA

MODULACION SINAPTICA

2.1.- EL PAPEL DE LA DETERMINACION SEXUAL EN LA SINAPSIS

Las diferencias cerebrales en funcion del sexo son evidentes en multiples especies del
reino animal como en la mosca el circuito dsx, estudiado en esta Tesis doctoral. Otros
ejemplos los encontramos en especies de aves donde el macho usa el canto para atraer
alas hembras. En este caso, los machos tienen dos nucleos cerebrales significativamente
mas grandes en comparacién con las hembras. En los roedores, las diferencias sexuales
son muy acusadas en varios nucleos cerebrales que controlan la fisiologia reproductiva

y ciertos comportamientos de una manera especifica del sexo. En los humanos las
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diferencias anatomicas en funcion del sexo son mucho menos evidentes, quizas porque
dominan las diferencias por otras variables, como las ambientales (Turano et al., 2019).
La presencia o ausencia de andrégenos durante el desarrollo perinatal organiza ciertas
estructuras y funciones del cerebro de una manera sexualmente dimoérfica. Las
consecuencias de esta organizacién se hacen evidentes después de la "activacion" de
estas regiones sexualmente dimérficas durante la pubertad. Esa activacidon esta inducida
por hormonas sexuales, testosterona (machos) y estrégeno y progesterona (hembras).
Si bien los andrégenos son mediadores esenciales en la diferenciaciéon sexual del
cerebro, también es importante tener en cuenta que cada célula tiene un sexo
intrinseco.

En Drosophila melanogaster hembras y machos producen el mismo tipo de hormona, a
unos niveles similares y las diferencias en la expresién de los receptores tampoco son
significativas (Schwedes & Carney, 2012), es por ello, que es buen modelo para estudiar
el papel de la identidad sexual a nivel celular.

Nuestros resultados sobreexpresando uno de los genes de determinacién sexual, el gen
Tra, que sélo se traduce a proteina en hembras y que estd bastante arriba en la jerarquia
de determinacién, es que se consiguen revertir todos los fenotipos encontrados de
sensibilidad diferencial a los niveles de EcRA.

Estos efectos son independientes si el fenotipo dimérfico era patente en los machos
(larva) o en las hembras (adulto), sino que el mero hecho de alterar en un dominio
celular especifico la cascada de determinacién sexual ya supone un cambio de contexto
celular que contrarresta cualquier modificacidn en la sefializacién de los receptores
esteroideos.

De acuerdo con las diferencias dimorficas en sistema nervioso entre sexos, esta
demostrado que las mujeres experimentan mayor dolor clinico, menor umbral de dolor
y tolerancia, mas sensibilidad y angustia al dolor inducido experimentalmente en
comparacion con los hombres (Bartley & Fillingim, 2013).

Ademads, la evidencia clinica emergente ha sugerido que la desregulacion del suefio
puede tener un impacto sobre la salud mas severa en las mujeres que en los hombres
(Brivio et al., 2020). Se sabe que los trastornos del suefio tienen su origen en el
desarrollo y parecen verse afectados por las hormonas. El tratamiento inadecuado sin

introducir el sexo como variable, podria tener efectos considerables, ya que los
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trastornos del sueiio se suelen relacionar con la depresidn, y la depresidn se asocia con
mas frecuencia a las mujeres que a los hombres.

En definitiva, los efectos combinados de los efectos organizacionales y de activacion de
los esteroides sexuales producen diferencias en las manifestaciones de la patologia del
cerebro. Considerar el sexo biolégico como un factor en la investigacién clinica puede
ser revelador para comprender el cerebro y para el desarrollo de la medicina

personalizada.

Neuronas sanas

Pérdida neuronal

Figura 3D. El receptor de ecdisona juega un papel en el control del nimero de sinapsis de
una manera especifica de isoforma y especifica del sexo. El contexto del sexo hembra
conlleva un mayor efecto de pérdida sindptica o de neuritas en el adulto.

2.2.- INFLUENCIA DEL SEXO EN LOS MODELOS NEURODEGENERATIVOS

El impacto de los trastornos neurodegenerativos en los seres humanos tiene multiples
consecuencias debido al deterioro progresivo del rendimiento cognitivo y fisico. Estos
trastornos tienen diversas manifestaciones y estan influenciados por factores genéticos
y de estilo de vida, condiciones de salud concurrentes, asi como factores de riesgo

predisponentes no modificables, incluidos el género y la edad avanzada. La evidencia

110



acumulada indica un sesgo natural dependiente del género de las enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Huntington y la esclerosis multiple, con la proporcidn de prevalencia
entre hombres y mujeres, asi como la gravedad de la enfermedad que difieren
significativamente entre los dos sexos (Ullah et al., 2019).

En este trabajo de tesis doctoral encontramos que un circuito neuronal muy diferente
entre machos y hembras como es el circuito DSX se ve gravemente alterado ante la
sobre-expresion de proteina amiloide o huntingtina mutada. Este resultado es
interesante ya que no existen muchos datos publicados acerca de diferencias dimodrficas
en la progresiéon de la enfermedad de Huntington. Nosotros hemos demostrado que las
hembras claramente sufren una pérdida en el area total de las neuronas DSX ante la
expresion de la Huntingtina mutada (Figura 23R). Esto puede concordar con un estudio
observacional reciente, llamado global Enroll-HD (Hentosh et al., 2021), realizado en
humanos, en el que se observé que las mujeres con la enfermedad de Huntington tienen
peores sintomas motores, cognitivos y depresivos que los hombres con la enfermedad,
En particular ambos sexos habian empeorado los sintomas motores en el transcurso de
cuatro visitas, pero habia una disparidad significativa entre los sexos, y las mujeres
presentaban sistemdaticamente mas sintomas que los hombres. Para los sintomas de
comportamiento, especificamente los sintomas depresivos, las mujeres tenian
significativamente mdas sintomas depresivos, aunque los sintomas auto-informados en
ambos sexos se volvieron menos severos con el tiempo.

Ademas, validamos el modelo de Drosophila como un modelo facil y eficaz para estudiar

a nivel molecular los efectos sobre la sinapsis en funcién del sexo.

2.3.- EFECTO SINERGICO ENTRE EL RECEPTOR DE ECDISONA Y EL CONTEXTO

NEURODEGENERATIVO DE HD Y ALZHEIMER

Segun los resultados obtenidos, el efecto de EcRA junto con la sobrexpresion de
aPB42Arc2E conlleva un efecto sinérgico de pérdida de neuritas alun mayor que con sélo
el efecto derivado de la sobreexpresiéon de EcRA. Este hecho lleva a pensar que la
actividad de un receptor esteroideo unida a una patologia neurodegenerativa puede
complicar aun mas la viabilidad neuronal. En humanos, algunas investigaciones sugiere

gue la terapia hormonal, seguida por numerosas mujeres para aliviar algunos sintomas
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de la menopausia, podria incrementar el riesgo de enfermedad de Alzheimer (EA)
(Savolainen-Peltonen et al., 2019). La hormonoterapia, también llamada tratamiento
hormonal, consiste en "volver a agregar" hormonas como el estrégeno (y a menudo
también una progestina) para aliviar los sintomas de la menopausia. La terapia
hormonal se ha prescrito para tratar los sintomas de la perimenopausia y la menopausia
desde la década de 1940.

En este estudio de Savolainen-Peltonen se observé a 84.739 mujeres posmenopausicas
diagnosticadas de EA en Finlandia entre 1999 y 2013. Los investigadores compararon a
esas mujeres con otras que no habian sido diagnosticadas de EA.

Revisando los expedientes de salud, tres cuartas partes de las mujeres habian estado
tomando la terapia hormonal durante mas de diez afios. Se encontré que las mujeres
gue tomaban terapia hormonal tenian un riesgo un 9-17% mas alto de desarrollar EA.
En las mujeres que comenzaron con terapia hormonal antes de los 60 afios, el aumento
en el riesgo se vinculd con el uso a largo plazo de una década o mas.

El estudio no encontré una diferencia en el riesgo de EA segun la formulacion de la
terapia hormonal (pastillas, parches, geles o cremas). El riesgo fue similar
independientemente de que las mujeres tomaran solo estrégeno, o estrégeno y
progesterona a la vez (Savolainen-Peltonen et al., 2019).

La terapia hormonal ha sido controvertida en las Ultimas décadas, ya que estudios la han
asociado con beneficios de salud, reduciendo el riesgo de osteoporosis y mejorando
algunas medidas de salud cardiaca pero también con riesgos, incluyendo vinculos con el
cancer y accidentes cerebrovasculares. El temor por el potencial cancer y otros riesgos
ha alimentado una dramatica disminucién en el nimero de mujeres que usan la terapia

de reemplazo hormonal en los Ultimos 15 afios.
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Neuronas sanas

CONTEXTO NEURODEGENERATIVO

ENFERMEDAD DE
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Figura 4D. La disfuncién sinaptica puede verse agravada debido a los efectos de EcRA
asi como del sexo del individuo y un contexto neurodegenerativo. Los animales que
sobreexpresan EcRA ya ven mermado el drea total neuronal, pero al sumarles un
contexto neurodegenerativo este hecho se agrava. Ademads de nuevo, son las hembras

las que notan mas estos efectos.
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Il. REGULACION ESTEROIDEA Y APOPTOSIS

3.1 PAPEL DE LOS RECEPTORES ESTEROIDEOS EN LA NEURITOGENESIS A TRAVES DEL

CONTROL DE GENES APOPTOTICOS.

Todas las neuronas de nuestro cuerpo tienen un ciclo vital. Se forman, viven, ejercen sus
funciones y finalmente mueren. De hecho, se trata de algo que ocurre constantemente
en diferentes sistemas del organismo.

Sin embargo, el sistema nervioso es un caso particular en el que, una vez en la edad
adulta, apenas se van a producir nuevas neuronas. Y las que ya tenemos no van a vivir
eternamente: poco a poco y por distintas razones, van a ir degenerando y muriendo. La
apoptosis neuronal representa un programa de suicidio intrinseco mediante el cual una
neurona orquesta su propia destruccion. Durante el desarrollo normal del sistema
nervioso, la pérdida neuronal fisiolégicamente apropiada contribuye a un proceso de
esculpido que elimina aproximadamente la mitad de todas las neuronas nacidas durante
la neurogénesis (Cavallaro, 2015).

Ademas los sistemas nerviosos de los insectos metamorficos se reforman drasticamente
durante la transicién entre formas larvarias y adultas mediante la eliminacién de
neuronas larvarias redundantes y la reutilizacidon de neuronas que sobreviven, podany
luego vuelven a crecer para generar arborizaciones especificas para adultos de novo
(Truman, 1990).

Durante el desarrollo de Drosophila, la hormona esteroide ecdisona juega un papel clave
en la transicion del embrién a la larva y luego a la pupa. Es durante la metamorfosis
larva-pupa cuando se produce una muerte celular programada extensa para eliminar
grandes tejidos larvarios obsoletos. Durante esta transicidn, los pulsos de ecdisona
controlan la expresiéon de factores de transcripcion especificos que impulsan la
expresion de genes clave implicados en la muerte celular, controlando asi espacial y
temporalmente la muerte celular programada. El papel y la regulacién de la muerte
celular programada de las neuronas durante el desarrollo metamérfico temprano del
sistema nervioso central (SNC) en Drosophila melanogaster se desconoce en gran
medida, saber mds sobre este hecho puede arrojar luz acerca del comportamiento y la
organizacién del cerebro de la mosca adulta, que puede ser extrapolable a otros

organismos.
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Como se ha mostrado en esta tesis, en los cerebros de hembra adulta donde se
sobreexpresa EcRA, existen un numero de células caspasa 3 positivas en el dia 1y 3 post
eclosién que no se encuentran en el cerebro de los machos. Lo que significa que en el
cerebro hembra pero no en el de macho, hay células concretas con especial sensibilidad
a la actividad de EcRA.

Ya estaba descrito, que, con la emergencia de la fisiologia adulta, el cordén ventral de
Drosophila muestra un grupo de aproximadamente 300 neuronas, que, a Su vez,
expresan niveles 10 veces mas altos de la isoforma A del receptor de ecdisona que otras
neuronas centrales. Este patron de expresion se establece temprano en la metamorfosis
y persiste durante el resto de la etapa de pupa. Aunque estas células representan un
grupo heterogéneo de neuronas, todas comparten el mismo destino de sufrir una rdpida
degeneracion después de que el adulto emerge de la pupa. Un requisito previo para esta
muerte celular es la disminucidon de los ecdisteroides al final de la metamorfosis
(Robinow et al., 1993).

La correlacién de un patrén Unico de expresidn de isoformas del receptor con un destino
particular de muerte celular regulado por esteroides sugiere que las variaciones en el
patréon de expresién de la isoforma A del receptor puede servir como un interruptor
importante durante el desarrollo. Y tras nuestros resultados, este evento resulta de
especial importancia en las hembras y en la organizacién del cerebro adulto en los
primeros 3 dias de la fisiologia cerebral adulta.

Un estudio en ratas demuestra que el estradiol puede funcionar como agente
neuroprotector o inductor de apoptosis, dependiendo del subtipo de receptor de
estrégeno presente en la célula. Por tanto, ERalpha tiene un efecto neuroprotector,
mientras que ERbeta media la induccidn de apoptosis en células neuronales. Ademas, la
apoptosis inducida por estrégenos a través de ER-beta requiere la expresion de las
proteinas Fas y ligando Fas (FasL), ya que la ausencia de FasL en las neuronas previene
este efecto (Villa et al., 2016).

Por otro lado, estd documentado en humanos que el estrégeno estimula el crecimiento
e inhibe la apoptosis a través de mecanismos mediados por receptores de estrogeno en
muchos tipos de células (Lewis-Wambi & Jordan, 2009). Otros trabajos dicen que existe
una fuerte evidencia de que el estrégeno induce la apoptosis en el cancer de mama y

otros tipos de células. Hace cuarenta afios, antes del desarrollo del tamoxifeno, se
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usaban altas dosis de estrégeno para inducir la regresiéon tumoral del cancer de mama
en mujeres posmenopausicas (Lewis-Wambi & Jordan, 2009). En resumen, la interaccién
entre las vias de muerte celular y la maquinaria hormonal tienen una presencia activa
en desarrollos de eventos patoldgicos.

Tras este hecho y como hemos comentado, en el sistema nervioso de la mosca, la
apoptosis juega un papel importante en la construccion de redes neuronales, donde se
eliminan hasta el 50% de las neuronas generadas (Dekkers etal., 2013). La
sobreexpresion de EcRA modifica el drea total del circuito dsx sin verse afectado el
numero de neuronas. Pero sorprendentemente, la inhibicion de expresion de un gen
proapoptético (Reaper), es capaz de recuperar el fenotipo derivado de Ia
sobreexpresion de EcRA en este circuito. Esta bien documentado que los genes Grim'y
Reaper, dos de las cuatro proteinas proapoptéticas de la via de muerte celular de
Drosophila, son necesarias para la poda de neuronas sensoriales (Mukherjee et al.,
2021). Y también esta descrito que la inhibicion de la actividad de la caspasas protege
a los componentes del citoesqueleto de la protedlisis aumentando su capacidad de
protrusion y movimiento hacia delante (Kellermeyer et al., 2018), lo que sugiere que los
cambios transitorios y locales en la activacion local de las caspasas contribuye a la
remodelacién neuronal de las sinapsis (Gilman & Mattson, 2002). Las sefiales atrayentes
y repelentes modulan la actividad de las caspasas a través receptores de la superficie
celular para alterar la trayectoria del cono de crecimiento. La activacién de caspasas
provoca que los axones no lleguen a su neurona diana y promueve la formacién de
sinapsis incorrectas (Chen et al., 2020).

En este trabajo demostramos cémo la inhibicién de genes de apoptosis puede mitigar
los efectos surgidos en la pérdida de volumen neuronal debida a la sobreexpresion de
un receptor de hormonas. Por primera vez relacionamos la via de sefializacion de una
hormona esteroidea, con la expresién de genes de apoptosis a niveles subletales, es
decir niveles que no causan muerte celular pero que claramente estan relacionados con
la remodelacién de la anatomia de la neurona. Mirando hacia el futuro, esperamos que
al etiquetar genéticamente estas proteinas proapoptéticas y comparar su dindmica y
localizacion en neuronas en proceso de poda versus neuronas moribundas, podamos

comprender mejor su mecanismo de accidon en procesos subletales no apoptdticos.
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CONCLUSIONES

1. La estabilizacion del complejo NCS1/Ric8a se postula como diana terapéutica
para la recuperacion de la funcidén sindptica. El compuesto 3b es capaz de
recuperar la funcidn sindptica en los modelos neurodegenerativos de mosca y
raton.

2. Los estudios con los receptores 12 abren nuevas vias de investigacién como
moduladores sinapticos ante enfermedades neurodegenerativas. El compuesto
Comp3, agonista del receptor Imidazdlico 12 tiene efectos beneficiosos ante la
pérdida sinaptica en contextos neurodegenerativos de Huntington y Alzheimer

3. La sobreexpresién de un receptor esteroideo, en concreto la isoforma A del
receptor de ecdisona (EcRA) en Drosophila melanogaster regula la sinapsis y/o
neuritogénesis de una manera dimérfica y dependiente de ligando.

4. La sobrexpresién de EcRA en el cerebro produce muerte celular programada
dependiente del sexo y con especificidad espacio-temporal. Siendo un grupo
concreto de neuronas afectadas de los cerebros de adultos hembra en un
periodo de tiempo definido.

5. Lainhibicion de un gen pro-apoptdtico mejora el fenotipo neural encontrado por
la sobreexpresion de EcRA, por lo que la via apoptdtica esta implicada en Ia
regulacién sindptica y en la remodelacion de neuritas mediada por EcRA.

6. El sexo influye en el desarrollo de las patologias neurodegenerativas en los
modelos de Alzheimer y Huntington en Drosophila melanogaster. La regulacion
de la sefializacion esteroidea esta implicada en el progreso de estas patologias

neurodegenerativas en los modelos de Drosophila melanogaster.
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