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Introduccién

La importancia de Drosophila melanogaster como modelo de estudio en
investigaciones biomédicas

Desde las investigaciones del bidlogo y premio Nobel de Medicina en 1933
Thomas Morgan, quien clarifico las leyes de la herencia mediante sus
experimentos con Drosophila melanogaster, los trabajos con este modelo de
estudio se han incrementado mas alla de la genética.

Drosophila melanogaster se puede criar y manipular facilmente en el
laboratorio, presenta un corto ciclo de vida generacional y la extension de vida
del adulto es de 70-80 dias. Su genoma esta completamente secuenciado y
existe gran homologia entre sus genes y los de mamiferos. Drosophila
melanogaster se ha utllizado como modelo para estudiar diversas
enfermedades humanas. La posibilidad de generar innumerables moscas
transgénicas hicieron factible el estudio de patologias como diabetes (Rulifson
y col, 2002), cancer (Bier, 2005) y enfermedades neurodegenerativas como
Parkinson y Alzheimer (Ambegaokar y col, 2010).

Mas recientemente, Drosophila melanogaster ha cobrado importancia en el
estudio de enfermedades cardiovasculares humanas. El transcriptoma y
proteoma del corazon de Drosophila melanogaster han sido caracterizados
(Zeitouni y col, 2007; Cammarato y col, 2011). Ahora es preciso identificar
funciones de genes y proteinas, reconstruir vias de sefalizacion, estudiar la
regulacion e interacciones de genes y correlacionar estos fenébmenos con
respuestas fisiopatolégicas. Por ejemplo, la tabla muestra algunos mutantes
generados en Drosophila que presentan una correspondencia con las
afecciones cardiovasculares en humanos.

Modificacion en Efecto Referencia
Drosophila Patologia asociada
Mutantes en proteinas | Funcion sistélicay (Wolf y col, 2006).

estructurales como Tnl | diastélica dafiada que
recapitulan el fenotipo
clinico de la
cardiomiopatia dilatada
humana
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Kum'®y Kum'™:;
mutantes condicionales
de SERCA (bomba
Ca®*ATPasa)

Alteraciones del
aumento transitorio de
Ca®" en terminales
nerviosas de larvas

(Sanyal y col, 2006).

KCNQ1: mutacion en
canal de potasio

Incremento de la
incidencia de arritmias y
muerte subita

(Ocorr y col, 2007)

Silenciamiento/sobreex
presion de presenilina,
un gen asociado a
enfermedad de
Alzheimer

Alteracion de la
frecuencia cardiaca y de
la expresion de
proteinas responsables
del manejo de Ca*;

(Liy col, 2011)

Mutaciones de miosina
I

Fenotipo que se
asemeja a

(Bloemink y col, 2011)

cardiomiopatia dilatada

Caracteristicas generales del organismo.

Drosophila melanogaster es un insecto holometabolo, perteneciente al
orden diptera y a la familia drosophilidae. De habitat cosmopolita, consume
alimentos con alto contenido de acido acético, como frutas en descompaosicion.
Su ciclo de vida es relativamente corto (alrededor de 10 dias a 25°C y 60 %
humedad) e incluye cuatro fases: huevo, larva, pupa e imago o adulto. La
duracion del ciclo varia con la temperatura ambiente.

El organismo presenta metamorfosis completa. Las hembras adultas
pueden poner huevos durante toda su vida. El desarrollo embrionario se
produce dentro del huevo y dura aproximadamente 1 dia a 25°C. La larva es
blanca, segmentada y vermiforme. La region bucal comprende ganchos
mandibulares de coloracion negra que permiten introducir la region cefalica
estrecha en el alimento, el cual es ingerido vorazmente. No tiene 0jos ni
apeéndices, respira por traqueas y posee un par de espiraculos visibles (poros
aéreos) en los extremos anteriores y posteriores del cuerpo. Esta fase de
desarrollo dura entre 3 y 5 dias a 25°C y se subdivide en tres estadios. El
primero y segundo de ellos terminan en mudas. Cada muda implica la
eliminacién completa de la piel y partes orales y es el mecanismo por medio del
cual la larva crece. Inmediatamente antes de la pupacién deja de comer, se
arrastra hacia una superficie relativamente seca y sus espiraculos anteriores
revierten. Durante la fase de pupa que dura alrededor de 4 a 5 dias a 25°C, la
mayoria de las estructuras larvarias son destruidas. El insecto empupa dentro
de la ultima piel larvaria, que gradualmente se endurece y adquiere un color
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mas oscuro. La mosca adulta emerge o eclosiona del pupario forzando su
salida por el extremo anterior. En un principio las alas estan plegadas y los
individuos son de color grisaceo. Se puede observar el meconio (restos de la
tltima ingesta larval) en la region abdominal. Luego las alas se despliegan y el
cuerpo se oscurece. Los adultos de Drosophila melanogaster pueden
aparearse a partir de las 8 horas de emergidos. El promedio de supervivencia
de una mosca adulta es de 70-80 dias a 25°C. Un ciclo de vida de tales
caracteristicas, es particularmente ventajoso a la hora de trabajar con
organismos Vvivos.

La figura 1 exhibe los distintos estadios de Drosophila.

HEMBRA

EMBRION
1°DIA )

1° ESTADIO
LARVARIO

\ 5° DIA

”

2° ESTADIO
PREPUPA = LARVARIO

3° ESTADIO LARVARIO

Figura 1. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. El huevo fecundado tarda 24 horas en
desarrollarse y convertirse en larva de primer estadio. Pasado el segundo y tercer estadio larval
se forma la pupa. Concluida la metamorfosis en esta etapa, el imago emerge cuatro a cinco
dias después. Extraido de Pastor Pareja y col, 2006.

El corazén de Drosophila melanogaster.

El corazén adulto de Drosophila melanogaster es un tubo que se extiende
dorsalmente y en sentido longitudinal, en la zona media entre el primer y sexto
segmento abdominal (Medioni y col, 2009). Consta de cuatro camaras
cardiacas, dispuestas en serie. La primera cdmara, también llamada camara
cbnica, se ubica en la zona proximal del abdomen. En la cAmara cénica y en la
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Gltima camara se encuentran los centros marcapaso (Rizki y Rizki, 1978;
Dowse y col, 1995; Johnson y col, 2002, Dulcis y Levine, 2003). La figura 2
muestra aspectos de su anatomia.

El ciclo cardiaco de Drosophila consiste de dos fases alternantes
compuestas por latidos anterégrados y retrégrados que presentan diferente
frecuencia, asociados a cambios en la direccién del flujo de circulacién de la
hemolinfa (Dulcis y Levine, 2005; Wasserthal 2007). La contraccién cardiaca se
origina en los dos extremos del corazén, a partir de estos centros marcapaso.

El masculo cardiaco consiste de una capa de cardiomiocitos que expresan
el factor de transcripcion tinC. Acompafiando al tubo cardiaco, existe un
conjunto de células de musculo estriado, que no expresan tinC, referidas como
musculo longitudinal ventral (Curtis y col, 1999). Los cardiomiocitos contienen
proteinas estructurales como sarcoglicanos, distrofinas, miosinas y troponinas
(Taghli-Lamallem y col, 2008).

La naturaleza miogénica del corazon de Drosophila es comparable a la de
mamifero. Sus propiedades ionotropica y cronotropica son de interés para
estudiar principios fisiopatolégicos de la funcién cardiaca de mamiferos en este
organismo (Cooper y col, 2009).
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Figura 2. A: vista dorsal y lateral del corazén de Drosophila. Abd: abdomen. Thrx: torax. Hd:
cabeza. Hrt: heart. CC: cdmara cénica. B: vista del tubo cardiaco aislado: Al-A4, A5 son
segmentos del abdomen. C: esquema en corte transversal de las capas musculares. VM:
musculos ventrales. CM: cardiomiocitos. Cuticle: cuticula. D: esquema del tubo cardiaco y las
valvulas. Tin: gen tin, svp: gen seven up. Modificado de Monier B y col, 2005 y de Kaushik y
col, 2011.

La importancia del calcio intracelular en la contractilidad cardiaca.

En los mamiferos, la regulacion de la concentracion de calcio intracelular
(Ca®") es esencial para la funcion cardiaca. La despolarizaciéon de la
membrana celular se produce por la entrada del ion sodio (Na*) a través de
canales rapidos de Na*. Cuando el potencial de membrana, que en reposo es
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de -80 miliVoltios, llega a -40 miliVoltios, se abren los canales de Ca®" tipo L del
sarcolema o membrana celular, operados por voltaje y se genera la corriente
de Ca*. Cerca de estos canales se encuentran los receptores de rianodina
(RyR2), ubicados en la membrana del reticulo sarcoplasmatico (RS). Cuando
aumenta el Ca*" en las proximidades, los RyR2 se abren y liberan Ca** desde
el RS. En condiciones fisiolégicas la concentraciéon de Ca** aumenta de 0.1 a 1
microMolar y luego disminuye. A esta variacién se la llama transitorio de Ca**.
Una vez que el Ca** participé en el desplazamiento de los miofilamentos, su
concentracion en el citosol se reduce. Los sistemas de remocién rapida de Ca**
son la bomba Ca*ATPasa del reticulo sarcoplasméatico (SERCA2a) y el
intercambiador Na'/ Ca®* del sarcolema (NCX). Entre los sistemas de remoci6n
lenta se encuentran el transportador de Ca®" mitocondrial y la bomba
Ca**ATPasa del sarcolema. La actividad de algunas de estas proteinas y de
sus reguladores esta modulada por fosforilaciones. Un esquema simplificado
de este mecanismo, llamado acoplamiento éxcito-contractil se representa en la
figura 3.

X ISO
Execution of heart beat [ &

Ventricular myocyte

T

Figura 3. Esquema del Acoplamiento éxcito-contractil. La corriente de Na™ estimula la entrada
de Ca®* por el canal L y la liberacion de Ca** del reservorio (mediante apertura de los RyR).
Luego de la contraccion, el Ca** se extruye de la célula por el modo directo del intercambiador
NCX (no mostrado aqui) y se recaptura hacia el RS por medio de la SERCA. Este proceso es
favorecido también por estimulacion 3-adrenérgica, por ejemplo, ante la unién de isoproterenol
(ISO) al receptor. Esto activa proteinas quinasas que fosforilan varios blancos como el canal L,
RyR, fosfolamban. AV: nodo auriculoventricular desde donde proviene la corriente que
despolariza la membrana del miocito. Modificado de Monfredi y col, 2013.

Génesis y tipos de arritmias cardiacas.

Cuando el lugar donde se origina el latido cardiaco no es el marcapaso
fisiol6égico o cuando la secuencia normal en la activacion del corazén se altera,
se habla de trastornos del ritmo cardiaco o arritmias. (Cingolani y Houssay,
2000).
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Un tipo de arritmias cardiacas involucran el fendmeno Illamado
postdespolarizacién. Se trata de una actividad disparada o iniciada a nivel
celular debido a oscilaciones espontaneas en el potencial de membrana
(Carmeliet, 1999; Bers, 2006). Este ultimo mecanismo puede llevar a arritmias
sostenidas como en la taquicardia ventricular luego del infarto (Anderson,
2007).

En base al momento de aparicion con respecto al potencial de accion, las
postdespolarizaciones se dividen en dos tipos (Figura 4):

1.-postdespolarizaciones tempranas (EADs, early afterdepolarizations) que son
despolarizaciones de la membrana celular que ocurren antes de la finalizacion
del potencial de accién normal.

2.-postdespolarizaciones tardias (DADs, delay afterdepolarizations) que
ocurren luego de la finalizacion del potencial de accién normal (Figura 4).
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Figura 4. Esquema que representa las DADs y EADs. AP: potecial de accién

Efectos del envejecimiento sobre la funcién cardiovascular.

En humanos, se sabe que la incidencia de enfermedades cardiacas
aumenta con la edad. La hipertension, el mayor nimero de infartos y las
arritmias son so6lo algunos ejemplos de la influencia de la edad en las
cardiomiopatias.

En Drosophila melanogaster se han realizado estudios de los efectos de
envejecimiento utilizando dos tipos de estrés: temperatura y estimulacion
eléctrica externa (marcapaseo) (Paternostro y col, 2001). Mediante estos
estudios, se observa que la frecuencia maxima alcanzable por las moscas
disminuye con respecto a la edad, un efecto similar al que se encuentra en
humanos. Ademas, en los corazones estimulados eléctricamente, se observa
un mayor porcentaje de fibrilacion y arritmias en las moscas adultas
comparadas con las moscas jovenes (Ocorr y col, 2007). Esto, sumado a su
homologia genética respecto al humano, su facilidad de manejo en el
laboratorio y por la posibilidad de generar mutantes, Drosophila es un modelo
atil para estudiar mecanismos asociados al deterioro de la funcién cardiaca.
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Incidencia de la proteina elF4E en la funcion cardiovascular.
¢elF4E tiene un nuevo rol mas alla de la regulacion de la traduccion?

La proteina elF4E se encuentra en todos los eucariotas, consiste en ocho
cadenas de hojas beta antiparalelas soportadas por tres hélices alfa que
forman la palma y el dorso de una mano " en forma de copa " ( Marcotrigiano y
col ,1997; Matsuo y col, 1997; Tomoo y col, 2002 ) .En el humano se reconocen
tres isoformas de elF4E. La mejor descripta es elF4E-1, que interviene en el
inicio de la sintesis proteica. Presenta tres aminoacidos importantes para su
funcién: dos sitios (Trp® y Trp*®®) se unen al residuo N 7- metil guanosina (cap)
del extremo 5°del ARNm (Wieczorek y col, 1997). Un tercer residuo triptofano
(Trp™®) reconoce y se une a diversas proteinas, como elF4G con quien
interactla para la formacién del complejo de inicio de la traduccién elF4F, y
elF4E-BP quien inhibe su actividad.

En Drosophila existen 7 isoforma de elF4E. Para la isoforma elF4E-1, aqui
estudiada, los residuos encargados de la unién a cap son Trp'® y Trp*
mientras que el Trp™’ media interacciones con las proteinas elF4E-BP y
elF4AEG. El ndcleo de elF4E representado por aproximadamente 170
aminoacidos se conserva en todos los eucariotas y es suficiente para el
reconocimiento del cap y la union a elF4G y 4E -BPs (Vasilescu y col, 1996),
Los dominios N- y C- terminales son considerablemente variables. Es posible
gue los dominios N- y C- terminales puedan estar involucrados en la regulacion
de la actividad de elF4E o podrian afectar a la estabilidad de la proteina
(Scheper y col, 2002; Gross y col, 2003). La fosforilacion en Ser?® en
mamiferos y Ser®*! en Drosophila es importante para su actividad. (McKendrick
y col, 2001; Scheper y col, 2002; Lachance y col, 2002). Mnkl y Mnk2 se
identificaron como las quinasas encargadas de dicha fosforilacion (Waskiewicz
y col, 1997; Wang y col, 1998; Waskiewicz y col, 1999; Scheper y col, 2001).

Como lo mencionamos, su rol conocido es la accion en el inicio de la
traduccion del ARNm eucariético. Ademas de unirse al cap, elF4E interacciona
con elF4G y forma el complejo elF4F integrado también por elF4A, el cual se
une a la unidad ribosomal 40S mediante su interaccion con elF3 y promueve el
inicio de la traduccion del ARNm (Gringras y col, 1999). Mas recientemente, se
ha demostrado que elF4E esta relacionado a funciones no asociadas con la
sintesis proteica (Ferrero y col, 2012; Layana y col, 2012).

10
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Figura 5. Estructura del complejo de inicio de la traduccién eucariota elF4F donde se aprecia la
interaccion de elF4E con elF4G y el cap m7GpppN. Extraido de www.biology-online.org.

La actividad de elF4E es regulada por la proteina de union a elF4E, llamada
4E-BP. Esta interacciona con elF4E impidiendo su union a elF4G. 4E-BP y
elF4G poseen un dominio consenso de union a elF4E, por lo que 4E-BP actua
como un competidor inhibitorio de la interaccion elF4E-elF4G. (Joshi y col,

2004).

Si bien aqui nos referiremos a la isoforma de elF4E-1, el siguiente cuadro
comparativo resume las distintas isoformas de elF4E halladas en Drosophila.

Isoforma | Unibn a | Unién a ¢Traduce? | Tejido Estadio Referencia
cap proteinas
1 w 1% wt Si Todo el Todos los Hernandez y
wiee UnedGy organismo | estados col, 2005
4E-BP
2 wEwW?R | wie Si Todo el Todos los Hernandez y
UnedGy organismo | estadios col,2005
4E-BP
3 weew?2 | plos Si Testiculo A partir del Hernandez y
Une 4G 3er estadio col, 2012
larvario
4 wrtwH | wB Si Todo el Después del | Herndndezy
organismo | 3er estadio col, 2005
larvario
5 wwi Wt Todo el Después del | Herndndezy
organismo | 3er estadio col, 2005
larvario
6 wW>2w?8 w® No Hernandez y
col, 2005
7 WAoWE | 288 Si Todo el Después del | Hernandezy
organismo | 3er estadio col, 2005
larvario
8 wi w? No Primeros Hernandez y
estadios col,2005

embrionarios

11
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En mamiferos, también existe mas de una isoforma. Aqui observamos un cuadro
comparativo que detalla aspectos importantes.

Isoforma | Unién a | Unidn a ¢Traduce? | Tejido Estadio | Referencia
cap proteinas
1 WP W' | UnedGy | Si Todo el Todos los | Joshiy col,
4E-BP organismo | estadios 2004

2 Tyr*® Une 4E-BP | No Todo el Joshi y col,
organismo 2004

3 Cys® Une 4G No Corazon, Joshi y col,
musculo 2004
esquelético,
higado,
bazo

La figura 6 muestra la estructura de las isoformas de elF4E en Drosophila
melanogaster y en Homo sapiens, sobre las que nos enfocaremos aqui en
relacion a su participacion sobre la funcion cardiaca. Iniciamos nuestro estudio
sobre estas isoformas y no sobre otras, porque nos planteamos conocer si
cambios en su funcion, podrian repercutir sobre la traduccion de proteinas que
manejan el Ca?; Ademas de llevar a cabo su rol canénico como factor de
traduccion, se encuentran en el organismo a lo largo de su ciclo de vida y en
todos los tejidos.

Figura 6.A: Modelo molecular de elF4E-1 de Drosophila melanogaster. Tomado de Ferrero, y

col, 2012.

12
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Figura6. B: Modelo molecular de elF4E1 de Homo sapiens y su interaccion con 4E-BP1.
Tomado de atlasgeneticsoncology.org

elF4E en el contexto de activacion de la via TOR

TOR es una quinasa de serina/treonina (target of rapamycin). En
mamiferos, la sefalizacion por mTOR (mammalianTOR) se activa por
hormonas y factores de crecimiento como la insulina y el factor de crecimiento
insulinico IGF-1. En cambio, su actividad se inhibe por sefiales de dafio celular
como bajas concentraciones de oxigeno, estrés oxidante y dafio al ADN (Tsang
y col, 2007). Una de las funciones celulares de la activacion de esta via en
eucariontes es la importacion de nutrientes, la traduccion de ARN mensajeros y
la biogénesis de ribosomas que conlleva el crecimiento del tamafio y masa
celulares. Esta via tiene un rol critico en el control del crecimiento celular
(Bjornsti y Houghton, 2004; Yang y Ming, 2012).

elF4E y lavia TOR en la funcién cardiaca

La activacion de la via mTOR esta vinculada con enfermedades
cardiovasculares (Wang y col, 2009) y con la apoptosis en cardiomiocitos
(Zhang y col, 2009). En modelos de sindrome metabdlico de ratas la
sefalizacion de la via mTOR esta aumentada en el corazén, contribuyendo a la
hipertrofia cardiaca (Soesanto W y col, 2009). En la isquemia la activacion de
MTOR induce fosforilacion de 4E-BP, (Crozier y col, 2006) constituyendo una
via de control de la sintesis proteica mediada por elF4E (Figura 7).

13
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Factores nutricionales, energéticos, metabodlicos
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Figura 7. Factores nutricionales, energéticos y metabdlicos confluyen en la activacién de la
guinasa TOR que fosforila a 4EBP. La fosforilacion de 4E-BP es capaz de revertir su inhibicion
hacia elF4E, liberando al factor de inicio de la traduccién para promover la sintesis de
proteinas. (Tomado de Michlewski y col, 2008).

Estudios recientes mostraron que la sobreexpresion de elF4E en tejido
cardiaco de Drosophila melanogaster muestra un incremento de arritmias y que
la insuficencia cardiaca inducida por estrés (marcapaseo) ocurre a edades mas
tempranas. La insuficiencia cardiaca temprana inducida por estrés también se
observé en mutantes nulos de 4E-BP y en lineas que sobreexpresan TOR
(Wessells y col, 2009).

Desarrollo de un sistema reportero para estudiar funcién cardiovascular
en Drosophila melanogaster.

Mencionamos que la posibilidad de generar moscas transgénicas es una
ventaja de nuestro modelo. En este caso, existen dos construcciones
transgénicas que contienen proteinas fluorescentes reporteras (excitables a
488 nm y con emision en 505-530 nm) capaces de detectar cambios en los
niveles de Ca®; (GCaMP2 y GCaMP3; Lin y col, 2011). Estas proteinas tienen
adosado a la region C terminal de GFP un dominio de unién a calmodulina. Al
aumentar el Ca?", éste se une a calmodulina, el complejo Ca?*; -calmodulina

14
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cambia la conformacion del fluoroforo y activa la emision de fluorescencia. Asi,
se generaron moscas transgénicas que contienen estos sistemas reporteros.
En nuestros estudios usaremos GCaMP3, que tiene un mayor rendimiento
cuantico y por lo tanto una mayor sensibilidad. Las cepas fueron gentilmente
cedidas por Matthew Wolf, Departamento de Medicina, Universidad de Duke,
USA.

A
GCaMP2 MRG-His- [+s<1 R EGFP(149-238) EGFP(1-144) Calmodulin(2-148)

GCaMP3 MG-His- [nse [N I ) EGFP(1-144) Calmodulin(2-148)
!

M153K T203V N60D
B
C
- GCaMP3 2+
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o ‘ ¢ = : |
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Figura 8. A: esquema de los dominios de las proteinas fluorescentes GCaMP2 y GCaMP3. Se
indican residuos mutados en GCaMP3 respecto a GCaMP2. B: Espectros de excitacion
(alrededor de 488 nm) y emisién de ambas (entre 505 y 530 nm) en presencia (Ca*") y
ausencia de Ca”* (+EGTA). C. Curva de titulacion de Ca** utilizando 1 uM de proteina. En el
marco superior izquierdo se muestra el rango dinamico para ambos indicadores.

El presente trabajo se enfoca dentro de un proyecto en el cual estudiamos
generacion de arritmias cardiacas asociadas al envejecimiento y posibles
mecanismos moleculares. En este contexto, analizamos la via de sefalizacion
mediada por TOR y uno de sus efectores, elF4E, ya que podria tener
implicancia en la regulacion de la traduccion de proteinas asociadas al manejo
del Ca®",.

Aqui nos enfocaremos especificamente en observar el impacto del
envejecimiento sobre la frecuencia cardiaca y la aparicibn de arritmias.
Estudiamos en particular el efecto de cambios en los niveles de expresion de
TOR y elF4E sobre la frecuencia cardiaca y las arritmias. Analizamos aspectos
del transitorio de Ca? — que se detallaran e materiales y métodos- mediante la
sefial emitida por el sistema reportero antes descripto, incorporado en moscas
salvajes y transgénicas para las proteinas de interés.
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Hipotesis de trabajo

Alteraciones de la expresion y/o actividad de elF4E-efector de la via TOR-
contribuyen a la generacion de arritmias cardiacas.

Objetivos generales

1- Caracterizar aspectos fundamentales de la funcién cardiaca en
Drosophila melanogaster a dos edades diferentes.

Este paso es fundamental para caracterizar nuestro modelo ya que los
parametros funcionales se obtendran a partir de un reportero fluorescente que
detecta los aumentos de Ca®';. Los parametros fisiol6gicos seran medidos a 7
dias y 60 dias.

2- Analizar la participacion de elF4E y de la quinasa TOR en la génesis de
arritmias con la edad.

Este objetivo se enfoca en evaluar la presencia de arritmias y el
comportamiento del ciclado de Ca?*; en el corazén adulto de moscas salvajes y
transgénicas que tienen niveles reducidos de elF4E y sobreexpresada la
guinasa TOR. Estudiaremos la respuesta funcional del corazén en cada linea.
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Materiales y métodos

Andlisis de homologias de las proteinas elF4Ey TOR.

Para validar la homologia entre las proteinas presentes en Drosophila
melanogaster y Homo sapiens, se realiz6 un alineamiento global entre las
secuencias proteicas de las proteinas elF4E y TOR.

Las secuencias proteicas de elF4E y TOR de Drosophila melanogaster y
Homo sapiens se obtuvieron de las bases de datos del NCBI y Uniprot para ser
luego alineadas de manera global con la herramienta informatica de
alineamientos simples Needle, provista por el Instituto Europeo de
Bioinformatica (EBI).

Amplificacién de stocks.

Los stocks de moscas se amplificaron y mantuvieron en viales a 28°C,
llenados parcialmente con una mezcla de harina de maiz, glucosa, agar y
levadura, suplementado con 10% de antimicotico para evitar su contaminacion.
(Anexo I).

Utilizacion del sistema UAS-Gal4 y del sistema reportero GFP.

Gal4 es un gen que codifica para una proteina de 881 aminoacidos cuya
expresion es inducida por galactosa, identificada inicialmente en la levadura
Saccharomyses cerevisiae como regulador de la expresion génica. Es un factor
de transcripcion compuesto por dos dominios, el dominio activador ubicado en
el extremo C-terminal interactia con otras proteinas para estimular la
transcripcion a partir de un promotor cercano, mientras que el dominio de unién
al ADN ubicado en el extremo N-terminal, se une directamente a una secuencia
especifica de 17 pares de bases denominada UAS_ (Lodish, 2005)

Se pueden construir lineas transgénicas de moscas que contengan el gen
gue codifica para Gal4 cuya expresion esté dirigida espacial y/o temporalmente
por promotores (drivers) especificos de tejido o de un momento determinado
del desarrollo de las moscas. Por otra parte, se pueden generar lineas
transgénicas que contengan un gen de interés que se quiere expresar a
continuacion de la secuencia UAS. Cuando se cruzan ambas lineas (la que
porta Gal4 dirigido por un driver especifico y la que tiene el gen de interés
asociado a la secuencia UAS), los descendientes podran producir Gal4 que al
unirse a UAS, promueven la transcripcion del gen de interés asociado (revisado
en Duffy, 2002).

El sistema reportero que contiene el fluoréforo excitable y que responde a
los aumentos de Ca?',, se encuentra asociado a la secuencia UAS. Estas
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moscas transgénicas UASGCaMP3; TinC Gal4- UASGCaMP3 expresan Gal4
bajo el control de TinC, un gen homeobox que produce un factor de
transcripcion expresado en corazon. Cuando Gal4 se sintetiza, se une a la
secuencia UAS vy activa la transcripcion de la proteina sensible a Ca*,
GCaMP3. La figura 9 muestra como funciona la construccion transgénica con el
gen reportero que capta los cambios en el Ca?", linea a la que llamaremos
control, porque no tiene modificado otro gen de interés (lado izquierdo), y como
el cruzamiento de ésta con una linea que posee un gen de interés bajo el
control de UAS, permite obtener una F1 que expresa ambos productos génicos.

LB
Yiid
\/,.,\ .
\\;L/
Promotor especifico UAS UAS

en corazon

> [ o+ | - un
Promotor especifico
en corazon l UAS
v
O Gald
(I

v

ca% Moscas F1

Figura 9. Esquema que muestra como se expresa GCaMP3 y el gen de interés. Ambos genes
se encuentran corriente abajo de la secuencia UAS a la que se une Gal4, que se expresa en
corazon bajo el control de TinC.
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Cruzamientos genéticos:

1.- Linea GCaMP3 con una linea heterocigota que presenta una mutacion
puntual que produce la proteina elF4E truncada, no funcional. La descendencia
(F1) ser& heterocigota para el gen de interés, que se expresara selectivamente
en corazon y tendra dos copias del sistema reportero.

\
9 TinCGala-uAs-Gcamp3 X 6 L
tm3 sb

I(3)67Af

FL TinCGal4-UAS-GCaMP3

Se seleccionan los individuos de la F1 que posean pelo largo, ya que el
balanceador TM3 Sb presenta un fenotipo de pelo corto. Esto se observa en el
tercer cromosoma. La otra copia de UAS-GCaMP3 se encuentra en el segundo
cromosoma.

2.- Linea GCaMP3 con una linea homocigota que contiene el gen que
codifica para la quinasa TOR acoplado a la secuencia UAS. La descendencia
(F1) serd heterocigota para el gen de interés el que se expresara
selectivamente en corazon y tendra dos copias del sistema reportero.

O
T TinCGal-UAs-Gcampz X @ UAS-TorWT

F1 UAS-Tor.WT
TinCGald—UAS-GCaMP3

Todos los individuos de la F1 son heterocigotas para el gen de interés. La otra
copia de UAS-GCAMP3 se encuentra en el tercer cromosoma.

Obtenciodn del preparado semi-intacto.

Para realizar los estudios funcionales, los experimentos con corazones
de adultos se llevaron a cabo segun lo descripto (Vogler y Ocorr, 2009). Las
disecciones se realizaron en un microscopio estereoscopico Schonfeld Optik
modelo XTD 217. Se tomaron individuos de 7 y 60 dias de la linea salvaje
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(GCaMP3) y las lineas transgénicas, los cuales fueron brevemente
anestesiados con dioxido de carbono (CO,), colocados en una caja de Petri de
60 mm que contenia una capa de vaselina y fijados por la regién dorsal.
Mediante un corte se eliminé la cabeza y la region ventral del térax con el
objeto de quitar la influencia neuronal en la actividad cardiaca. Se abri6 la zona
ventral media del abdomen y se retiraron los 6rganos internos como el intestino
y 6rganos genitales. Se succiond el cuerpo graso mediante tubos capilares y el
corazén quedo expuesto adherido a la pared dorsal. El preparado se mantuvo
sumergido en solucién de hemolinfa artificial oxigenada (HL3). (Anexo I)

S . Moscas anestesiadas con CO,
@ /j\

ST Incision abdominal, separacion y recorte de cuticula

ans’

Extraccion de 6rganos abdominales

S@( Preparado sumergido en hemolinfa artificial

V Succién de cuerpo graso

~3
a
1
'
'

.

R -Visualizacion de fluorescencia mediante
,
microscopia confocal

-Extraccion del corazén para western blot

== See

Figura 10. Preparado semi-intacto de Drosophila melanogaster. La mosca se posiciona sobre el
dorso para realizar su diseccion. Modificado de Vloger y Ocorr, 2009.

Los preparados se observaron en un microscopio confocal Carl Zeiss
410 para medir los cambios en la fluorescencia emitida por la proteina sensible
al Ca®" (longitud de onda de excitacion: 488 nanémetros, longitud de onda de
emisiéon: 505-530 nanémetros).

La figura 7 muestra imagenes en seudocolor del corazén de una mosca
transgénica. Se trazd una linea en sentido transversal a la altura de la camara
conica en el primer segmento abdominal para registrar los cambios de
fluorescencia. A la derecha se observa un trazado tipico, de la intensidad de
fluorescencia en funcion del tiempo. Los picos indican el aumento transitorio del
Ca®'; para cada contraccion.
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Figura 11. lzquierda linea extendida de manera transversal para escanear una camara

cardiaca. Derecha: registro del transitorio de Ca2+i.

Los parametros fisiolégicos medidos fueron:

- NUmero de transitorios en un registro (representativos de la frecuencia
cardiaca), expresados en latidos/minuto (lat/min).

- Amplitud de los transitorios: expresado en unidades arbitrarias de
fluorescencia segun la formula (F-FO)/FO siendo F la fluorescencia maxima del
transitorio y FO la fluorescencia del preparado.

- Tiempo total: tiempo desde el inicio del transitorio hasta su finalizacion
(milisegundos).

- t ¥2: tiempo desde la maxima sefal fluorescente hasta la mitad de la caida de
fluorescencia (milisegundos).

- Periodo cardiaco: intervalo entre los picos maximos de dos transitorios
consecutivos (milisegundos).

- Indice de arritmias: desviacion estandar del periodo cardiaco.

Intervalo entre picos

-é-_mplitud

J ) Y \
v \ f
'\ \

t total

Fluorescencia (unidades arbitrarias)

0 10.5 1 1.5 12

Tiempo (s}

Figura 12. Registros de los transitorios de Ca*% y parametros medidos.
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Ensayos bioquimicos.

La determinaciéon de la cantidad relativa de elF4E en el tejido cardiaco se
evalud por medio de Western Blot usando un anticuerpo anti-elF4E (Maroto y
Sierra, 1989).

Los geles de separacion y apilamiento se disefiaron de acuerdo a lo
descripto (Laemmli 1970) (Anexo 1). Muestras de moscas enteras, corazones y
cabezas se homogeneizaron en buffer de homogenizacion y se sembraron
junto con buffer de siembra 1x. Se utilizé6 un marcador de peso molecular dual-
color (Biorad. Inc) para identificar la proteina de acuerdo a su posicion respecto
de las bandas de proteinas de peso molecular conocido. Las muestras se
sometieron a campo eléctrico en buffer de corrida (Anexo ).

Una vez finalizada la corrida, se llevé a cabo la transferencia a membrana
de PVDF durante 60 minutos en buffer de transferencia (Anexo I).

Luego de la transferencia, el bloqueo de la membrana se realizO con
solucion amortiguadora TBS (Tris buffer salino) mas Tween 20 0,1% (TBS-T) y
5% de leche, durante 60 minutos, transcurridos los cuales se efectud la
incubacion con anticuerpo primario anti-elF4E 1:2500 (Maroto y Sierra, 1989)
durante toda la noche a 4°C.

Se realizaron 3 lavados de 12 minutos con TBS-T para eliminar el
excedente de anticuerpo primario, y se procedio a la incubacion con anticuerpo
secundario contra IgG de conejo acoplado a peroxidasa, durante 60 minutos a
temperatura ambiente en agitacion continua.

Luego de la incubaciébn con anticuerpo secundario se repitid el
procedimiento de lavado y se revel6 la membrana mediante reaccion
guimioluminiscente con un reactivo comercial (ECL, GE, Inc) en un equipo de
obtencion de imagenes Chemidoc (Bio-rad) acoplado a una computadora con
un software para la deteccion y analisis de imagenes.
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Resultados
El envejecimiento modifica la distribucién de periodos cardiacos.

Al analizar el periodo cardiaco a edades tempranas y avanzadas en el
desarrollo de moscas salvajes, se observa una mayor cantidad periodos
prolongados a edades avanzadas (60 dias) en relacién a edades tempranas (7
dias).

A Linea TinCGal4 —UAS-GCaMP3 - 7 dias de edad
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Figura 13. Distribucion de periodos cardiacos de moscas salvajes a los 7 (A) y 60 (B) dias de
edad. 7 dias n=38, 60 dias n=3.

Esta variabilidad de la frecuencia con la edad, muestra una reduccion de los
latidos por minuto —bradicardia — al tiempo que se incrementan las arritmias, tal
como se observa en los graficos de barras en donde se representa la
frecuencia, expresada en latidos por minuto (figura 14) y el indice de arritmias
(figura 15), como medida de la variabilidad de la frecuencia, al tiempo que
registramos la presencia de latidos ectopicos.

Linea TinCGal4 —UAS-GCaMP3

Figura 14. Variacion de la frecuencia cardiaca
con el envejecimiento en moscas salvajes. 7
dias n=38, 60 dias n=3, * p< 0,05.

Frecuencia cardiaca (lat/min)
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os0 . LineaTinCGal4—-UAS-GCaMP3
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0,00 -

Figura 15. Variacion del indice de arritmias con el envejecimiento en moscas salvajes. 7 dias
n=38, 60 dias n=3.

Seguidamente nos enfocamos en el efecto de los cambios en los niveles
de expresion de las proteinas elF4E y TOR en la funcion cardiaca a estas dos
edades. Previamente, realizamos un abordaje bioinformatico para corroborar la
homologia entre las proteinas de interés en el humano y en Drosophila.

La proteina elF4E se encuentra conservada en humano y Drosophila.

Las secuencias proteicas de elF4E-1 de humano y elF4E-1 de
Drosophila se obtuvieron a partr de la base de datos Uniprot
(http://www.uniprot.org), y se alinearon con la herramienta informatica Needle, tal
como se describié en materiales y métodos. Este tipo de alineamiento permite
comparar las secuencias en toda su extension entre si y se utliza para
identificar regiones de similitud que pueden indicar relaciones funcionales,
estructurales y / o evolutivas entre dos secuencias biolégicas.

En el marco de nuestro analisis, el término identidad hace referencia a la
proporcion de aminoacidos idénticos presentes en el alineamiento de las
secuencias y el término similitud indica la semejanza en las propiedades
fisicoquimicas de los aminoacidos (Claverie y Notredame en Bioinformatics for
Dummies, 2007). Por convencién, dos proteinas se consideran homélogas
cuando poseen una identidad mayor o igual al 25%, por lo que se puede
afirmar que la proteina elF4E-1 de Drosophila es homoéloga a elF4E-1 del
humano. La figura muestra a continuacion, el porcentaje de identidad y similitud
entre la isoforma elF4E-1 de Homo sapiens y de Drosophila.
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Figura 16. Representacion grafica del grado de identidad (A) y similitud (B) entre las
secuencias proteicas de elF4E-1 humana y elF4E-1 de Drosophila.

De manera complementaria, a raiz de la busqueda bibliografica para
este trabajo y de acuerdo a las isoformas mostradas en el cuadro comparativo
de la introduccion, nos llamo la atencion la isoforma 3 de elF4E en humanos.
Esta isoforma se expresa predominantemente en corazén (Joshi y col, 2004).
Por lo tanto quisimos hallar cual de las isoformas de elF4E de Drosophila
melanogaster presenta mayor homologia con ésta. Para ello, obtuvimos la
secuencia proteica de elF4E-3 humana a partir de la base de datos de Uniprot
y realizamos un BLAST sobre la base de datos de Drosophila melanogaster
(FlyBase).

Como resultado, se obtuvo que dentro de la base de datos de
secuencias proteicas de Drosophila, la secuencia ingresada de elF4E-3 de
humano se relaciona con elF4E-5 de Drosophila. Para corroborar su
homologia, ambas secuencias se compararon mediante la herramienta Needle.

Los resultados arrojados por el alineamiento son mostrados en la
siguiente figura.
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Figura 17. Representacion gréafica del grado de identidad (A) y similitud (B) entre las
secuencias proteicas de la isoforma 3 de elF4E humanay la 5 de elF4E de Drosophila.

Los valores de identidad se encuentran levemente por debajo del limite a
partir del cual por convencién se establece una homologia entre las secuencias
de interés. Sin embargo, es interesante cierta similitud entre estas proteinas,
gue deberia ser explorada posteriormente.

La proteina TOR se encuentra conservada en humano y en Drosophila.

Llevando a cabo el mismo procedimiento para la proteina TOR de Homo
sapiens y de Drosophila se obtuvieron resultados que se muestran en la figura
18. Como elF4E-1, la proteina TOR se encuentra conservada.
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Figura 18. Representacion grafica del grado de identidad (A) y similitud (B) entre las
secuencias proteicas de la quinasa TOR de humanos y la de Drosophila.
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Estudios funcionales sobre el transitorio de Ca%",

La disminucién de los niveles de expresion de elF4E aumenta la
frecuencia cardiaca.

La disminucién de los niveles de expresion de elF4E produce un aumento
de la frecuencia cardiaca en adultos de Drosophila de 7 dias de edad. Si bien
no contamos con suficientes moscas de 60 dias, se puede observar una
tendencia similar sobre la frecuencia como ocurre a los 7 dias.
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Figura 19. A: Variacion de la frecuencia cardiaca entre las distintas lineas de moscas a los 7
dias de edad. Salvaje (WT) n=38, transgénica n=16, * p<0,05 B: Variacion de la frecuencia
cardiaca entre moscas salvajes y transgénicas a los 60 dias de edad. Salvaje (WT) n=2,
transgénica n=3.

La sobreexpresion de TOR aumenta la frecuencia cardiaca.

La sobreexpresion de TOR incrementa la frecuencia cardiaca en
comparacion con moscas salvajes a edades tempranas. No se muestran datos
de TOR para moscas de 60 dias debido a la falta de moscas de esa edad.
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La disminucion de los niveles de expresiéon de elF4E disminuye el indice

de arritmias.

Legajo 10118/0

Se analizé el indice de arritmias como la desviacién estandar del periodo
cardiaco para las distintas lineas de moscas tanto a los 7 como 60 dias de
edad. La reduccion de elF4E disminuye el indice de arritmias a los 7 y 60 dias
de edad.
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Figura 21. Variacion del indice de arritmias entre las moscas salvajes y transgénicas a los 7 de
edad. Salvaje (WT) n=38, transgénica n=14, * p<0,05. Variacion del indice de arritmias entre

moscas salvajes y transgénicas a los 60 dias de edad: Salvaje (WT) n=4, transgénica n=3.

La sobreexpresion de TOR reduce el indice de arritmias.

De manera similiar al efecto provocado por la reduccién de elF4E, el
aumento en los niveles de expresion de TOR reduce el indice de arrtimias en

moscas de 7 dias. No contamos aun con datos para moscas de 60 dias.
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Figura 22. Variacién del indice de arritmias entre moscas salvajes y transgénicas a los 7 dias

de edad. Salvaje (WT) n=38, transgénica n=14, * p< 0,05.
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La disminucién de los niveles de expresion de elF4E reduce la amplitud
de los transitorios de Ca*4.

Se produjo una disminucion en la amplitud del transitorio de Ca*? a los 7
dias de edad. Debido a la irregularidad de la sefial en los registros para moscas
de 60 dias en principio este pardmetro no pudo ser evaluado a dicha edad.
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Figura 23. Variacién de la amplitud del transitorio de Ca*? entre moscas salvajes y transgénicas
a los 7 dias de edad. Salvaje (WT) n=34, transgénicas n=13, * p<0,05

El aumento de expresiéon de TOR tiende a reducir la amplitud de los
transitorios de Ca*?.

Los resultados obtenidos en moscas que sobreexpresan TOR muestran una
tendencia a reducir la amplitud, si bien no son al momento, significativamente
diferentes. En principio se atribuye a la necesidad de un mayor numero de
muestras para reducir la variabilidad de los valores.
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Figura 24. Variacién en la amplitud del transitorio de Ca®*; entre moscas salvajes y transgénicas
a los 7 dias de edad. Salvaje (WT) n=34, transgénica n=14.
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La disminucién de los niveles de expresién de elF4E reduce la duracién
del transitorio de Ca*3.

Tanto a 7 como a 60 dias, la disminucion en la expresion de elF4E
contribuye a una reduccién en la duracién del transitorio de Ca?'. Estos
resultados, son consistentes con un aumento de la frecuencia cardiaca
observado en las lineas transgénicas.
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Figura 25. Variacién en el tiempo total de duracién del transitorio de Ca*? entre moscas
salvajes y transgénicas que presentan una disminucion en los niveles de elF4E alos 7 (A) y 60
dias de edad (B). 7 dias: Salvaje (WT) n=37, transgénica n=16, * p<0,05. 60 dias: Salvaje (WT)
n=2, transgénica n=3.

La sobreexpresion de TOR reduce la relajacion del transitorio de Ca*™,

De manera similar a lo que ocurre con la reduccion de elF4E-1, el aumento
de la frecuencia cardiaca se corresponde con la reduccién de la duracion del
transitorio de Ca*'; en la linea de moscas que sobreexpresa la quinasa TOR.
Debido a la falta de individuos de 60 dias de la linea TOR este dato no se
muestra.
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La disminucién de los niveles de expresion de elF4E no modifica la
relajaciéon del transitorio de Ca?".

El analisis del t % de las distintas lineas a los 7 dias de edad muestran
que la reduccion de elF4E no modifica el t,, .No se muestran datos de moscas
de 60 dias debido a la complejidad del registro, por lo que no se pudo medir
este parametro.
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0,00 -+
WT elF4e-1reducido
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Figura 27. Valores de t ¥ entre las distintas lineas de moscas a los 7 dias de edad. Salvaje
(WT) n=18, transgénica n=16.

La sobreexpresiéon de TOR no modifica la cinética del transitorio de Ca?".

Se observa que el t% no se modifica en las moscas que sobreexpresan
la quinasa TOR, comparadas con moscas salvajes a los 7 dias de edad.
Debido a la falta de individuos de la linea TOR de 60 dias, este parametro no
se muestra en los resultados.
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Figura 28. Cinética del transitorio de Cca®,
observada en moscas salvajes y transgénicas.
Salvaje (WT) n=18, transgénica n=1
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Discusioén

En este trabajo caracterizamos la funcion cardiaca de Drosophila
melanogaster a dos edades diferentes con el objeto de estudiar luego, la accion
de proteinas que podrian alterar dicha funcion. Estudios llevados a cabo por
otros grupos de investigacién (Occor y col, 2007, Wessells y col, 2009),
muestran que el envejecimiento conlleva la aparicion de arritmias y falla
cardiaca.

Estudiamos aspectos de la contractilidad en Drosophila mediante el uso del
sistema reportero que produce una proteina sensible a los aumentos del Ca*";
disefiado por Lin y col, 2011, cedido por el Dr Mathew Wolf. Para cumplir el
objetivo 1, mediante este trabajo pusimos a punto el preparado semi-intacto y
los métodos de obtencién y cuantificacién de pardmetros cardiacos. Utilizamos
este tipo de preparado semi-intacto para eliminar la influencia neuronal sobre el
corazoén. La observacion de cambios en la fluorescencia del sistema reportero,
se diferencia de los métodos empleados por otros grupos de investigacion que
utilizan técnicas como tomografia de coherencia optica (Ocorr y col, 2007). No
utilizamos indicadores, cuya dificultad para atravesar las membranas celulares
ha sido descripta (Lin y col, 2011) y ademas, el sistema reportero GCaMP3
cedido para nuestros experimentos, no habia sido probado aun mediante su
induccion con Gal4. El objetivo 1 consistia en poder analizar mediante los
parametros descriptos en este trabajo, cambios de la funcion cardiaca en
Drosophila. Pusimos a punto este sistema y mediante la caracterizacion del
transitorio de Ca®*, observamos que la edad reduce la frecuencia cardiaca y
aumenta las arritmias. No pudimos discriminar sistematicamente aun entre
EADs y DADs, tipos de arritmias que se describen en la introduccion. En
algunas moscas hemos observado latidos ectopicos que por su aparicion en el
tiempo, se disparan cuando el latido previo no ha finalizado, lo que podria
sugerir que se trata de EADs. Sin embargo, un estudio mas exhaustivo sera
necesario para confirmar que se trata de latidos ectopicos y el incremento de la
arritmicidad no sea debido solamente a la variabilidad de la frecuencia
cardiaca.

A continuacién, estudiamos la proteina elF4E. En primer lugar, hicimos una
busqueda en las bases de datos y un analisis informatico para analizar la
homologia entre distintas isoformas de elF4E en el humano y en Drosophila.
Establecimos similitudes y diferencias entre las isoformas. Inicialmente en este
trabajo, modificamos los niveles de expresion de la isoforma elF4E-1 mediante
el uso de una linea transgénica heterocigota que presenta una reduccion
sistémica de los niveles de esta proteina. Hallamos que una reduccion de los
niveles proteicos de elF4E-1 aumenta la frecuencia cardiaca y reduce las
arritmias. Esto ultimo se corresponde con lo observado por Wessells y col,
2009, mediante experimentos en los que la sobreexpresion en corazéon de
elF4E aumenta la falla cardiaca inducida por estimulacion eléctrica. Sin
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embargo, aqui analizamos estos aspectos a frecuencia espontanea sin
estimulacion.

Por otro lado, la reduccion de los niveles de elF4E-1 redujo la amplitud del
transitorio de Ca®; pero no modific6 su cinética. Ain no conocemos el
mecanismo por el cual la reduccion de elF4E modifica la contractilidad
(amplitud). Ademas, estos resultados indican una accion de elF4E en el tejido
cardiaco, independiente a su rol canénico como factor de traduccién, dado que
en la condicién heterocigota con menores niveles de elF4E no se altera esta
funcion (Herndndez y col, 2005). Experimentos en curso estan dirigidos a
dilucidar si la sobreexpresion en tejido cardiaco de elF4E, rescata el fenotipo
salvaje, modificado por la reduccién sistémica de la proteina.

No conocemos cual es el rol que tiene elF4E para que cambios en sus
niveles de expresion tengan efectos funcionales como los observados. Una
posibilidad es que elF4E interaccione con proteinas presentes en corazén
relevantes para la funcion cardiaca. Podria, como factor de inicio de la
traduccion, afectar los niveles de expresion de proteinas que intervienen en el
manejo del Ca*. Para ello estamos poniendo a punto la técnica de western
blot con el objeto de analizar niveles de expresion de proteinas que intervienen
en el acoplamiento éxcito-contracti 'y hacer experimentos de
coinmunoprecipitaciéon con elF4E-1, para conocer posibles interactores de un
complejo proteico con elF4E. Si bien hemos iniciado estos experimentos, sobre
todo enfocandonos en detectar niveles de expresion de elF4E mediante
western blot, aun no resolvimos aspectos técnicos para visualizar
correctamente la proteina, tarea que se encuentra en curso.

Estudios posteriores dentro de los cuales se enmarca este trabajo final de
grado, se enfocan en estudiar las otras isoformas de elF4E en corazon.

Dado que elF4E es un efector de la via TOR, presente en los eucariotas,
estudiamos la quinasa serina/treonina TOR. Segun lo conocido hasta el
momento, la quinasa TOR forma dos complejos: TORC1 y TORC2, ambos
diferencialmente regulados. EI complejo TORCL1 actua sobre la proteina 4E-BP
y S6K, fosforildndolas, tanto en Drosophila como en el mamifero (De Virgilio y
Loewith, 2006; Wessells y col, 2009). Otros estudios indican también que TOR
regula a S6k por inhibir a una fosfatasa mas que por fosforilarla directamente
(revisado en Bjornsti y Houghton, 2004). Segun lo conocido, cuando TOR esta
activa fosforila a 4E-BP. 4E-BP normalmente interacciona con elF4E y lo aparta
de la maquinaria de inicio de la traduccién, por lo cual tiene efecto inhibitorio
sobre la sintesis de proteinas. Si 4E-BP esta fosforilada, no interacciona con
elF4E y este factor se encuentra disponible para traducir.

Estudios en donde sobreexpresaron TOR en corazén, observaron los
mismos efectos que al sobreexpresar elF4E, ya que integran una misma via
(Wessells y col, 2009). Se observé ademas, que el retraso en el envejecimiento
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cardiaco observado cuando la via TOR esta parcialmente inactivada, podria ser
debido a un aumento de actividad de 4E-BP, que inhibiria a elF4E.

De manera contraria en un trabajo realizado en ratones, la reduccion de
TOR en tejido cardiaco indujo un aumento de la expresién de 4E-BP y dafio de
la funcion cardiaca. Esta ablacion produjo cardiomiopatia dilatada,
caracterizada por apoptosis, autofagia, estructura mitocondrial alterada y
acumulacién de 4E-BP. El grupo concluye que la pérdida de fosforilacion de
4E-BP cuando se ablaciona mTOR, reduce su degradacion y por lo tanto se
acumula. Estos ratones expuestos a sobrecarga de presibn mostraron
progresion acelerada de insuficiencia cardiaca.

En este trabajo abordamos el estudio de TOR y su rol sobre la fisiopatologia
cardiovascular, en Drosophila.

En primer lugar, nuestro andlisis informatico muestra que TOR se encuentra
conservada en Drosophila y en humano. Luego, evaluamos la funcion cardiaca
mediante el aumento de los niveles de expresion de TOR en corazon. Nuestros
resultados muestran que a edades tempranas la activacion de TOR es
beneficiosa, puesto que la sobreexpresion reduce las arritmias. Los resultados
arrojan las mismas tendencias que al reducir los niveles de elF4E. Este
resultado es inesperado, porque de acuerdo a lo conocido, sobreexpresar TOR,
aumentaria la fosforilacion de 4E-BP, liberando mas elF4E disponible y
funcional para sintetizar proteinas que impacten de manera negativa, directa o
indirectamente, sobre la funcion cardiaca.

Una posible explicacion es que TOR tenga otros efectores en corazon,
relacionados o no con elF4E. Si es lo primero, la activacion de otros efectores
por TOR, regularia negativamente a elF4E. Otra posibilidad es que elF4E
interaccione con otras proteinas no relacionadas con la via (figura 29). Tal vez
elF4E mediante una posible interaccidbn con proteinas aun desconocidas,
afecte la funcion cardiaca sin intervenir como factor de traduccion. Otros roles
nuevos de elF4E aun no completamente dilucidados también han sido
descriptos (Ferrero y col, 2012, Ferrero y col, resultados no publicados).
Experimentos en curso estan dirigidos a sobreexpresar TOR en la linea
transgénica que presenta niveles reducidos de elE4E.

Dado que la accidbn de estas proteinas podria variar durante el
envejecimiento, repetiremos los estudios en moscas de 60 dias. Si bien aqui
presentamos algunos resultados, no son suficientes para confirmar el efecto de
la modificacion de estas proteinas con la edad.

De acuerdo a lo expuesto, experimentos futuros nos permitiran disecar
componentes de esta via de sefializacién aun no conocidos. Las cualidades de
Drosophila, nos permiten realizar manipulaciones drasticas y en menor tiempo
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gue en otros modelos animales, con el proposito de extrapolar resultados a la
condicién del mamifero.

Modelo vigente
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Figura 29. Esquema que muestra nuestro modelo en funcién de los resultados obtenidos, que
presenta diferencias con el modelo vigente sobre el rol de la via TOR en la funcién
cardiovascular.
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Conclusiones

La reduccién de los niveles de expresion de elF4E tiene impacto sobre la
funcion cardiaca: reduce las arritmias, aumenta la frecuencia y reduce la
amplitud. No modifica la cinética del transitorio de Ca?".

La sobreexpresién de la quinasa TOR reduce las arritmias, aumenta la
frecuencia, tiende a reducir la amplitud del transitorio de Ca*';y no modifica la
cinética.

TOR y elF4E participarian en vias distintas de sefializacion, o un
intermediario no conocido activado por TOR promoveria un efecto inhibitorio
sobre elF4E cuando TOR se encuentra sobreexpresada.
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ANEXO |

Medio de cultivo para Drosophila:
-Agua 225 ml

-Glucosa 22 g

-Levadura 4,4 g

-Agar 2,65 g

-Harina de maiz 25 g

-Nipagin 10% wi/v.

Legajo 10118/0

Llevar los 225 ml de agua destilada a hervor, agregar la glucosa, levadura, agar
y harina de maiz consecutivamente. Espesar hasta la consistencia deseada.
Una vez entibiada la mezcla agregar el antimicético y colocar en los viales.

Hemolinfa artificial:
- NaCl 108mM

- KCI 5mM

- CaCl; 2mM

- MgCl, 8mM

- NaH,PO4 1mM

- NaHCO3z4mM
-sacarosa 10mM

- trehalosa 5mM

-HEPES (pH 7,1) 5mM.

Gel separador Laemmli 10% acrilamida:

-Acrilamida-bis (30: 0,8) 2 mi
-Tris-Hcl 1,5M pH=8,8 1,3 ml
-SDS 10% 50 pl

-APS 10% 50 pl

-Temed 5 pl

-Agua bidestilada 1,6 ml
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Gel de apilamiento Laemmli 4% acrilamida:

-Acrilamida-bis (30: 0,8) 266,5 ml
-Tris-HCI 0,5M pH=6,8 500 pl

-SDS 10% 20 pl

-Persulfato de amonio 10% 25 pl
-Temed 2,5 pl

-Agua bidestilada 1,233 ml

Buffer de corrida (1 litro):

-Tris 3,03 g (25 mM, conc. Final)
-Glicina 14,4 g (192 mM, conc final)

-SDS 1g (0.1%)

Llevar a volumen final (1 litro) con agua bidestilada.

Buffer de transferencia (1 litro):
-Tris 3,0275 g (25 mM, conc. Final)
-Glicina 14,41 g (192 mM, conc final)

-Metanol 100 ml (10% vol final)

Llevar a volumen final (1 litro) con agua bidestilada.

Legajo 10118/0
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ANEXO Il
Alineamientos de secuencias.
elF4E-1 Hum vs elF4E-1 Dm:
7 (Y MATVEPETTE-TENPETT-—-————- EEEKIES 24
elF4E 1 Hum T N l. i
elF4El Dm 1 MQSDFHRMKNFANPKSMFKISAPSTEQGRPEPPTSAALPAFAKDVKPKED 50
elF4E 1 Hum 25 NQEVANP-——————————mmmem e EHYIKI-]PL@-TRWALKFFKI-IDKSKTW 58
el Floal B lalalallzaztlalle]
elF4El Dm 51 PQETGEFAGNTATTTAFPAGDDA v‘RIEHLYK.HFI..MIWI\’TLWYLEIDRSKSN 100
7 DTVEDFWEA Q GCD 0

r I e e AT
elF4El Dm 101 EDMQI'IEIISFDIVEDH\SLdeIKPPSEIk{LaSDfSLFE’IQIIRPMh'ED"" 150

107 NHRGGRWLITLNHQORRS 'L'\RH\‘LEILLCLI\:ESF'DYS"-“VCCA’\/ mv 156
elF4E 1 Hum T JLETEEL2] T2llestll)s
elF4El Dm 151 I-WQSSRI\"JIII.NKSS—K’IDI.DI-TLWLDVLLCLIGEAF—DHS:-QI""PVINI 198

157 RAKGDKIAIWITECENREAVTHIGRVYKERLGLEPKIVIGYQSHADTATK 206
elF4E 1 Hum T 1 N T T T D = S T BT
elF4El Dm 199 RGKSNKISIWTADGNNEEAALEIGHKLRDALRLGRNNSLQYQLHKDIMVK 248
elF4E 1 Hum 207 SGSTTIKNREVV 217
elF4EI Dm 2l hoakBotas

249 QSSITVKSIYIL 259

Alineamiento global obtenido entre las secuencias proteicas de elF4E 1 de humano y elF4EIl de
Drosophila melanogaster

elF4E-3 Hum vs elF4E-5:

elFAE3 Hum ! I’..-.LFF""“PPASAREPEGSRA}-‘J]‘J.‘JIMPEPFLGLT’[‘ -------------- 36

elF4E 5 Dm S SNPN MASAQVQSFDIMKQQDQQHQLNS THKHEH 29
elFAE3 Hum 37 ———- LSALQIPTLI:GGV --------- IIDII_-HSSI;EIIFE\’LDRSIl.PGAIAAECAS 7
elF4E5 Dm 30 HHEGVPLESNSPEPIDEEIYQVEYKHELEHVWILNY---LENDRTKHWKD 76

elF4E 3 Hum 72 NLKKIY'I'V’“IVQIFi\"SVYmTIPPVISLPLRCSYHLMRGERRPU\'EEESNn 121
P P R R B I I I I leselelesazecasla]fs
elF4E 5 Dm 77 MLNEITEIDSVETFWSLYHTIKTPAELKIG DYS‘,'FW“IKPN\'E'\E:JII 126

eIF4E 3 Hum 122 ?aavlm’.K'v'PV'\SIS---I*v l\'P’ELLLnIIaE"FIZCAAADDEVI"VSVSV 188
[ I S sbsibaeas 5 B B PO B | Er e B N BT
elF4ES5 Dm 127 SSRI\"L’-/TVSKSAP’AELDQII\"LDILLLMVSC;I-IF--——EYSDEICGAVINI 172

165 RDREDV \/‘Q"v"l'c’IT‘v'IInSL’v'GEnIVLE——FI{ELLPHIIFE"“VFYYFHEEHH:; 216

elF4E 3 Hum Poasnsal laalal shasall  sdvadbeliosasss fe)avis

elF4E 5 Dm 173 RIIE’SNP’IST/l\'InNaS——NE}’.AILEIaQKLE"ILLHL"SHSL,gYQL"IS":Q’S 220
217 -FEGGRGKH--- 224

elF4E3 Hum ° Tap £

elF4E 5 Dm 221 KFNSGVKSVYTL 232

Alineamiento global entre las secuencias de elF4E 3 de humano y elF4E 5 de Drosophila. |
aminodcidos idénticos, : aminodcidos con propiedades similares, . aminoacidos distintos, - gap.
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TOR Hum vs TOR Dm:

MICOR_HUMAN 1 MLGTGPAAATTAATTSSNVSVLQRFASGLKSRNEETRAKAAKELQHYVIM 50
_—_— j, e e s
MICR HUMAN 51 ELREMSQEESTRFYDQLNHHIFELVSSSDANERKGGILAIASLIGVEGGN 100
TCR_DROME 36 EIZII.I[JJ-'ID’{é IQEI‘.E".LAQE"F;)E FDIL;IH‘TM&NAI E[)INEKIL"‘L("I:AI'..;)‘KCLINCEIZéSL g5
I’.TOR_HUMAN 101 ATR--IGRFANYLRNLLPSNDFVVMEMASKAIGRLAMAGDIFTAEYVEFE 148
TCR_DROME =1 Till\K” { SPYUIRII.IIDIIJLLIILZI)V S“I/'Il’.fllIlARSLVEGlJl\IWPTSK"JlDS FDEl'D 135
MTOR_HUMAN 149 VKRALEWLGADRNEGRRHAAVLVLRELAISVPTFFFQQVQPFFDNIFVAV 198
TOR_DRO)E 136 IPI(IG‘I-‘FI!IVII..AGERQEY&SZL\I}'FIIl_ElU'lZII.}'&ALI[:"}YFY"HILI El'El'EV} kl'NAI 185
MIOR_HUMAN 199 WDPKQAIREGAVARLRACLILTTQRE-PKEMOKPOWYRHTIFEEAEKGFDE 247
—_— st S I U
MICR HUMAN 248 TLAK---EKGMNRDDRIHGALLILNELVRISSMEGERLREEMEEI---TQ 291
o~ M e e L R
I’.TOR_HUMAN 292 QQLVHDKY--CKDLMGFGTK----- PRHITPFISFQAVQPQRRSNALVGLL 334
—_— e S T e e SR
MTCR_HUMAN 2017 IRVAILWHEMWHEGLEEASRLYFGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLK 2066
FRGERE. SR R TN e R T 188
MICR_HUMAN 2067 ETSFNQAYGRDIMEAQEWCRKYMKSGNVKDLIQAWDLYYHVFRRISKQLP 211e
TCOR_DROME 1988 l-liégl:l's ’\l?JL']!(ISILEIIJIlE;xYEI:I[\’S QRIYKT éAV\l.IY.éIl.DR.’luL’II)I{';'I!I‘\IHI‘ QK{ éRéIl.é 2037
MTOR_HUMM-I 2117 QLISLELQYVSPKLIMCRDLELAVPGTYDPNQPITIRIQSIAPSLOVITSK 2166
L N e DL e
MICR_HUMAN 2167 QRPRKLTIMGSNGHEFVFLLKGHEDLRQDERVMQLFGLVNTLLANDETSL 2216
T AT T A e
MTCR_HUMAN 2217 RKNLSIQRYAVIPLSTNSGLIGWVPHCDILHALIRDYREKKKILLNIEHR 2266
PRGERE TR e e e B8
MICR_HUMAN 2267 IMLRMAPDYDHLTIMQKVEVFEHAVNNTAGDDLAKLLWLKSPSSEVWEFDR 231e
S T A e e
MTOR_HUMAN 2317 RINYTRSLAVMSMVGYILGLGDRHPSNIMLDRLSGKILHIDFGDCFEVAM 2366
RRRRE, O AT e e R P 995
MICR_HUMAN 2367 TREKFPEKIPFRLTRMLTNAMEVIGLDGNYRITCHIVMEVLREHKDSVMA 2416
N LDLUL I L AL L e
MTICR_HUMAN 2417 VLEAFVYDPLLNWRLMDINTKGNKRSRIRIDSYS---——————- AGQRQSVE 2456
IOR_DROME 2338 \Iill.l-llllké"»ll'l’ Zl)Il’II..IIl[TSIV'IlUI..LZTVDKII(LIL ——————— LI.;VAuAGAP"aGRGGé fl‘aI‘QDS 2380
MICR_HUMAN 2457 ILDGVELGEPAHKK---TGITVPESIHSFIGDGLVKPEALNKKAIQIINR 2503
TCOR_DROME 2381 LSNS’»lfl-le LIPI’.AII(é KPYDP}LQQGGLEI*IIWVA!) ------ EIDIISEL.’[;S é’v".:iKR! 2424
MTOR_HUMAN 2504 VRDKLTGRDFSHDDTLDVPIQVELLIKQATSHENLCQCYIGWCPEW 2549
RRRE, SRR e i

Recorte del alineamiento entre las secuencias proteicas de la proteina TOR de humanos y
Drosophila melanogaster. Se muestran el tramo inicial y el final del alineamiento debido a su
extension (2596 aminodcidos). | aminoécidos idénticos, : aminoacidos con propiedades
similares, . aminoéacidos distintos, - gap.
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