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Universidad Nacional del Noroeste de la provincia de Buenas Aires. 

 

Introducción 

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

Desde las investigaciones del biólogo y premio Nobel de Medicina en 1933 

Thomas Morgan, quien clarificó las leyes de la herencia mediante sus 

experimentos con Drosophila melanogaster, los trabajos con este modelo de 

estudio se han incrementado más allá de la genética.  

Drosophila melanogaster se puede criar y manipular fácilmente en el 

laboratorio, presenta un corto ciclo de vida generacional y la extensión de vida 

del adulto es de 70-80 días. Su genoma está completamente secuenciado y 

existe gran homología entre sus genes y los de mamíferos. Drosophila 

melanogaster se ha utilizado como modelo para estudiar diversas 

enfermedades humanas. La posibilidad de generar innumerables moscas 

transgénicas hicieron factible el estudio de patologías como diabetes (Rulifson 

y col, 2002), cáncer (Bier, 2005) y enfermedades neurodegenerativas como 

Parkinson y Alzheimer (Ambegaokar y col, 2010).  

Más recientemente, Drosophila melanogaster ha cobrado importancia en el 

estudio de enfermedades cardiovasculares humanas. El transcriptoma y 

proteoma del corazón de Drosophila melanogaster han sido caracterizados 

(Zeitouni y col, 2007; Cammarato y col, 2011). Ahora es preciso identificar 

funciones de genes y proteínas, reconstruir vías de señalización, estudiar la 

regulación e interacciones de genes y correlacionar estos fenómenos con 

respuestas fisiopatológicas. Por ejemplo, la tabla muestra algunos mutantes 

generados en Drosophila que presentan una correspondencia con las 

afecciones cardiovasculares en humanos. 

 

Modificación en 
Drosophila 

Efecto  
Patología asociada 

Referencia 

Mutantes en proteínas 
estructurales como TnI 

Función sistólica y 
diastólica dañada que 
recapitulan el fenotipo 
clínico de la 
cardiomiopatía dilatada 
humana  

(Wolf y col, 2006).  
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Kum170 y Kum175: 

mutantes condicionales 

de SERCA (bomba 

Ca2+ATPasa)  

Alteraciones del 

aumento transitorio de 

Ca2+ en terminales 

nerviosas de larvas  

(Sanyal y col, 2006).  

KCNQ1: mutación en 

canal de potasio  

Incremento de la 

incidencia de arritmias y 

muerte súbita  

(Ocorr y col, 2007)  

Silenciamiento/sobreex

presión de presenilina, 

un gen asociado a 

enfermedad de 

Alzheimer  

Alteración de la 

frecuencia cardíaca y de 

la expresión de 

proteínas responsables 

del manejo de Ca2+
i  

(Li y col, 2011)  

Mutaciones de miosina 

II  

Fenotipo que se 

asemeja a 

cardiomiopatía dilatada  

(Bloemink y col, 2011)  

 

Características generales del organismo. 

Drosophila melanogaster es un insecto holometábolo, perteneciente al 

orden díptera y a la familia drosophilidae. De hábitat cosmopolita, consume 

alimentos con alto contenido de ácido acético, como frutas en descomposición. 

Su ciclo de vida es relativamente corto (alrededor de 10 días a 25ºC y 60 % 

humedad) e incluye cuatro fases: huevo, larva, pupa e imago o adulto. La 

duración del ciclo varía 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 día a 25ºC. La larva es 

blanca, segmentada y vermiforme. La región bucal comprende ganchos 

mandibulares de coloración negra que permiten introducir la región cefálica 

estrecha en el alimento, el cual es ingerido vorazmente. No tiene ojos ni 

apéndices, respira por tráqueas y posee un par de espiráculos visibles (poros 

aéreos) en los extremos anteriores y posteriores del cuerpo. Esta fase de 

desarrollo dura entre 3 y 5 días a 25ºC y se subdivide en tres estadíos. El 

primero y segundo de ellos terminan en mudas. Cada muda implica la 

eliminación completa de la piel y partes orales y es el mecanismo por medio del 

cual la larva crece. Inmediatamente antes de la pupación deja de comer, se 

arrastra hacia una superficie relativamente seca y sus espiráculos anteriores 

revierten. Durante la fase de pupa que dura alrededor de 4 a 5 días a 25ºC, la 

mayoría de las estructuras larvarias son destruidas. El insecto empupa dentro 

de la última piel larvaria, que gradualmente se endurece y adquiere un color 
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más oscuro. La mosca adulta emerge o eclosiona del pupario forzando su 

salida por el extremo anterior. En un principio las alas están plegadas y los 

individuos son de color grisáceo. Se puede observar el meconio (restos de la 

última ingesta larval) en la región 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 días a 25ºC. Un ciclo de vida de tales 

características, es particularmente ventajoso a la hora de trabajar con 

organismos vivos. 

La figura 1 exhibe los distintos estadíos de Drosophila. 

 

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. Concluída la metamorfosis en esta etapa, el imago emerge cuatro a cinco 

días después. Extraído de Pastor Pareja y col, 2006. 

El corazón de Drosophila melanogaster.  

El corazón 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 cámaras 

cardíacas, dispuestas en serie. La primera cámara, también llamada cámara 

cónica, se ubica en la zona proximal del abdomen. En la cámara cónica y en la 
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última cámara 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 anatomía. 

El ciclo cardíaco de Drosophila consiste de dos fases alternantes 

compuestas por latidos anterógrados y retrógrados que presentan diferente 

frecuencia, asociados a cambios en la dirección del flujo de circulación de la 

hemolinfa (Dulcis y Levine, 2005; Wasserthal 2007). La contracción cardíaca se 

origina en los dos extremos del corazón, a partir de estos centros marcapaso.  

El músculo cardíaco consiste de una capa de cardiomiocitos que expresan 

el factor de transcripción tinC. Acompañando al tubo cardíaco, existe un 

conjunto de células de músculo estriado, que no expresan tinC, referidas como 

músculo longitudinal ventral (Curtis y col, 1999). Los cardiomiocitos contienen 

proteínas estructurales como sarcoglicanos, distrofinas, miosinas y troponinas 

(Taghli-Lamallem y col, 2008).  

La naturaleza miogénica del corazón de Drosophila es comparable a la de 

mamífero. Sus propiedades ionotrópica y cronotrópica son de interés para 

estudiar principios fisiopatológicos de la función cardíaca de mamíferos en este 

organismo (Cooper y col, 2009). 

 

Figura 2. A: vista dorsal y lateral del corazón de Drosophila. Abd: abdomen. Thrx: torax. Hd: 
cabeza. Hrt: heart. CC: cámara cónica. B: vista del tubo cardíaco aislado: A1-A4, A5 son 
segmentos del abdomen. C: esquema en corte transversal de las capas musculares. VM: 
músculos ventrales. CM: cardiomiocitos. Cuticle: cutícula. D: esquema del tubo cardíaco y las 
válvulas. 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 cardíaca. 

En los mamíferos, la regulación de la concentración de calcio intracelular 

(Ca2+
i) es esencial para la función cardíaca. La despolarización de la 

membrana celular se produce por la entrada del ion sodio (Na+) a través de 

canales rápidos de Na+. Cuando el potencial de membrana, que en reposo es 

C 

 

D 
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de -80 miliVoltios, llega a -40 miliVoltios, se abren los canales de Ca2+ tipo L del 

sarcolema o membrana celular, operados por voltaje y se genera la corriente 

de Ca2+. Cerca de estos canales se encuentran los receptores de rianodina 

(RyR2), ubicados en la membrana del retículo sarcoplasmático (RS). Cuando 

aumenta el Ca2+ en las proximidades, los RyR2 se abren y liberan Ca2+ desde 

el RS. En condiciones fisiológicas la concentración de Ca2+ aumenta de 0.1 a 1 

microMolar y luego disminuye. A esta variación se la llama transitorio de Ca2+. 

Una vez que el Ca2+ participó en el desplazamiento de los miofilamentos, su 

concentración en el citosol se reduce. Los sistemas de remoción rápida de Ca2+ 

son la bomba Ca2+ATPasa del retículo sarcoplasmático (SERCA2a) y el 

intercambiador Na+/ Ca2+ del sarcolema (NCX). Entre los sistemas de remoción 

lenta se encuentran el transportador de Ca2+ mitocondrial y la bomba 

Ca2+ATPasa del sarcolema. La actividad de algunas de estas proteínas y de 

sus reguladores está modulada por fosforilaciones. Un esquema simplificado 

de este mecanismo, llamado acoplamiento éxcito-contractil se representa en la 

figura 3. 

 

 

Figura 3. Esquema del Acoplamiento éxcito-contráctil. La corriente de Na
+
 estimula la entrada 

de Ca
2+ 

por el canal L y la liberación de Ca
2+

 del reservorio (mediante apertura de los RyR). 

Luego de la contracción, el Ca
2+

 se extruye de la célula por el modo directo del intercambiador 

NCX (no mostrado aquí) y se recaptura hacia el RS por medio de la SERCA. Este proceso es 

favorecido también por estimulación β-adrenérgica, por ejemplo, ante la unión de isoproterenol 

(ISO) al receptor. Esto activa proteínas 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 cardíacas. 

Cuando el lugar donde se origina el latido cardíaco no es el marcapaso 

fisiológico o cuando la secuencia normal en la activación del corazón se altera, 

se habla de trastornos del ritmo cardíaco o arritmias. (Cingolani y Houssay, 

2000). 
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Un tipo de arritmias cardíacas involucran el fenómeno llamado 

postdespolarización. Se trata de una actividad disparada o iniciada a nivel 

celular debido a oscilaciones espontáneas en el potencial de membrana 

(Carmeliet, 1999; Bers, 2006). Este último mecanismo puede llevar a arritmias 

sostenidas como en la taquicardia ventricular luego del infarto (Anderson, 

2007).  

En base al momento de aparición con respecto al potencial de acción, 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 finalización 

del potencial de acción normal.  

2.-postdespolarizaciones tardías (DADs, delay afterdepolarizations) que 

ocurren luego de la finalización del potencial de acción normal (Figura 4).  

  

Figura 4. Esquema que representa las DADs y EADs. AP: potecial de acción 

 

Efectos del envejecimiento sobre la función cardiovascular. 

En humanos, se sabe que la incidencia de enfermedades cardíacas 

aumenta con la edad. La hipertensión, el mayor número de infartos y las 

arritmias son sólo algunos ejemplos de la influencia de la edad en las 

cardiomiopatías. 

En Drosophila melanogaster se han realizado estudios de los efectos de 

envejecimiento utilizando dos tipos de estrés: temperatura y estimulación 

eléctrica externa (marcapaseo) (Paternostro y col, 2001). Mediante estos 

estudios, se observa que la frecuencia máxima alcanzable por las moscas 

disminuye con respecto a la edad, un efecto similar al que se encuentra en 

humanos. Además, en los corazones estimulados eléctricamente, se observa 

un mayor porcentaje de fibrilación y arritmias en las moscas adultas 

comparadas con las moscas jóvenes (Ocorr y col, 2007). Esto, sumado a su 

homología genética respecto al humano,  su facilidad de manejo en el 

laboratorio y por la posibilidad de generar mutantes, Drosophila es un modelo 

útil para estudiar mecanismos asociados al deterioro de la función cardíaca. 
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Incidencia de la proteína eIF4E en la función cardiovascular. 

¿eIF4E tiene un nuevo rol más allá de la regulación de la traducción? 

La proteína eIF4E 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 eIF4E. La mejor descripta es eIF4E-1, que interviene en el 

inicio de la síntesis proteica. Presenta tres aminoácidos importantes para su 

función: dos sitios (Trp56 y Trp102) se unen al residuo N 7- metil guanosina (cap) 

del extremo 5´del ARNm (Wieczorek y col, 1997). Un tercer residuo triptofano 

(Trp73) reconoce y se une a diversas proteínas, como eIF4G con quien 

interactúa para la formación del complejo de inicio de la traducción eIF4F, y 

eIF4E-BP quien inhibe su actividad.  

En Drosophila existen 7 isoforma de eIF4E. Para la isoforma eIF4E-1, aquí 

estudiada, los residuos encargados de la unión a cap son Trp100 y Trp146 

mientras que el Trp117 media interacciones con las proteínas eIF4E-BP y 

eIF4EG. El núcleo de eIF4E representado por aproximadamente 170 

aminoácidos se conserva en todos los eucariotas y es suficiente para el 

reconocimiento del cap y la unión a eIF4G y 4E -BPs (Vasilescu y col, 1996), 

Los dominios N- y C- terminales son considerablemente variables. Es posible 

que los dominios N- y C- terminales puedan estar involucrados en la regulación 

de la actividad de eIF4E o podrían afectar a la estabilidad de la proteína 

(Scheper y col, 2002; Gross y col, 2003). La fosforilación en Ser209 en 

mamíferos y Ser251 en Drosophila es importante para su actividad. (McKendrick 

y col, 2001; Scheper y col, 2002; Lachance y col, 2002). Mnk1 y Mnk2 se 

identificaron como las quinasas encargadas de dicha fosforilación (Waskiewicz 

y col, 1997; Wang y col, 1998; Waskiewicz y col, 1999; Scheper y col, 2001). 

Como lo mencionamos, su rol conocido es la acción en el inicio de la 

traducción del ARNm eucariótico. Además de unirse al cap, eIF4E interacciona 

con eIF4G y forma el complejo eIF4F integrado también por eIF4A, el cual se 

une a la unidad ribosomal 40S mediante su interacción con eIF3 y promueve el 

inicio de la traducción del ARNm (Gringras y col, 1999). Más recientemente, se 

ha demostrado que eIF4E está relacionado a funciones no asociadas con la 

síntesis proteica (Ferrero y col, 2012; Layana y col, 2012).  



Licenciatura en Genética.                                                                         Legajo 10118/0 

 

11 
 

 

Figura 5. Estructura del complejo de inicio de la traducción eucariota eIF4F donde se aprecia la 

interacción de eIF4E con eIF4G y el cap m7GpppN. Extraído de www.biology-online.org. 

La actividad de eIF4E es regulada por la proteína de unión a eIF4E, llamada 

4E-BP. Ésta interacciona con eIF4E impidiendo su unión a eIF4G. 4E-BP y 

eIF4G poseen un dominio consenso de unión a eIF4E, por lo que 4E-BP actúa 

como un competidor inhibitorio de la interacción eIF4E-eIF4G. (Joshi y col, 

2004). 

Si bien aquí nos referiremos a la isoforma de eIF4E-1, el siguiente cuadro 

comparativo resume las distintas isoformas de eIF4E halladas en Drosophila. 

Isoforma Unión a 
cap 

Unión a 
proteínas 

¿Traduce? Tejido Estadío Referencia 

1 W 100 

W146 
W117 
Une 4G y 
4E-BP 

Sí Todo el 
organismo 

Todos los 
estados 

Hernández y 
col, 2005 

2 W 89 W135 W106 
Une 4G y 
4E-BP 

Sí Todo el 
organismo 

Todos los 
estadíos 

Hernández y 
col,2005 

3 W86 W132 F103 
Une 4G 

Sí Testículo A partir del 
3er estadío 
larvario 

Hernández y 
col, 2012 

4 W71 W117 W88 Sí Todo el 
organismo 

Después del 
3er estadio 
larvario 

Hernández y 
col, 2005 

5 W74W120 W91  Todo el 
organismo 

Después del 
3er estadio 
larvario 

Hernández y 
col, 2005 

6 W52W98 W69 No   Hernández y 
col, 2005 

7 W470W315 W286 Sí Todo el 
organismo 

Después del 
3er estadio 
larvario 

Hernández y 
col, 2005 

8 W114 W85 No  Primeros 
estadíos 
embrionarios 

Hernández y 
col,2005 
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En mamíferos, también existe más de una isoforma. Aquí observamos un cuadro 

comparativo que detalla aspectos importantes. 

Isoforma Unión a 
cap 

Unión a 
proteínas 

¿Traduce? Tejido Estadío Referencia 

1 W56 W102 Une 4G y 
4E-BP 

Sí Todo el 
organismo 

Todos los 
estadíos 

Joshi y col, 
2004 

2 Tyr56 Une 4E-BP No Todo el 
organismo 

 Joshi y col, 
2004 

3 Cys56 Une 4G No Corazón, 
músculo 
esquelético, 
hígado, 
bazo 

 Joshi y col, 
2004 

 

La figura 6 muestra la estructura de las isoformas de eIF4E en Drosophila 

melanogaster y en Homo sapiens, sobre las que nos enfocaremos aquí en 

relación a su participación sobre la función cardíaca. Iniciamos nuestro estudio 

sobre estas isoformas y no sobre otras, porque nos planteamos conocer si 

cambios en su función, podrían repercutir sobre la traducción de proteínas que 

manejan el Ca2+
i. Además de llevar a cabo su rol canónico como factor de 

traducción, se encuentran en el organismo a lo largo de su ciclo de vida y en 

todos los tejidos. 

 

Figura 6.A: Modelo molecular de eIF4E-1 de Drosophila melanogaster. Tomado de Ferrero, y 

col, 2012. 
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Figura6. B: Modelo molecular de eIF4E1 de Homo sapiens y su interacción con 4E-BP1. 

Tomado de atlasgeneticsoncology.org 

eIF4E en el contexto de activación de la vía TOR 

TOR es una quinasa de serina/treonina (target of rapamycin). En 

mamíferos, la señalización por mTOR (mammalianTOR) se activa por 

hormonas y factores de crecimiento como la insulina y el factor de crecimiento 

insulínico IGF-1. En cambio, su actividad se inhibe por señales de daño celular 

como bajas concentraciones de oxígeno, estrés oxidante y daño al ADN (Tsang 

y col, 2007). Una de las funciones celulares de la activación de esta vía en 

eucariontes es la importación de nutrientes, la traducción de ARN mensajeros y 

la biogénesis de ribosomas que conlleva el crecimiento del tamaño y masa 

celulares. Esta vía tiene un rol crítico en el control del crecimiento celular 

(Bjornsti y Houghton, 2004; Yang y Ming, 2012).  

eIF4E y la vía TOR en la función cardíaca 

La activación de la vía mTOR está vinculada con enfermedades 

cardiovasculares (Wang y col, 2009) y con la apoptosis en cardiomiocitos 

(Zhang y col, 2009). En modelos de síndrome metabólico de ratas la 

señalización de la vía mTOR está aumentada en el corazón, contribuyendo a la 

hipertrofia cardíaca (Soesanto W y col, 2009). En la isquemia la activación de 

mTOR induce fosforilación de 4E-BP, (Crozier y col, 2006) constituyendo una 

vía de control de la síntesis proteica mediada por eIF4E (Figura 7). 
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Figura 7. Factores nutricionales, energéticos y metabólicos confluyen en la activación de la 

quinasa TOR que fosforila a 4EBP. La fosforilación de 4E-BP es capaz de revertir su inhibición 

hacia eIF4E, liberando al factor de inicio de la traducción para promover la síntesis de 

proteínas. (Tomado de Michlewski y col, 2008). 

Estudios recientes mostraron que la sobreexpresión de eIF4E en tejido 

cardíaco de Drosophila melanogaster muestra un incremento de arritmias y que 

la insuficencia cardíaca inducida por estrés (marcapaseo) ocurre a edades más 

tempranas. La insuficiencia cardíaca temprana inducida por estrés también se 

observó en mutantes nulos de 4E-BP y en líneas que sobreexpresan TOR 

(Wessells y col, 2009). 

Desarrollo de un sistema reportero para estudiar función 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 proteínas fluorescentes reporteras (excitables a 

488 nm y con emisión en 505-530 nm) capaces de detectar cambios en los 

niveles de Ca2+
i (GCaMP2 y GCaMP3; Lin y col, 2011). Estas proteínas tienen 

adosado a la región C terminal de GFP un dominio de unión a calmodulina. Al 

aumentar el Ca2+
i, éste se une a calmodulina, el complejo Ca2+

i -calmodulina 
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cambia la conformación del fluoróforo y activa la emisión de fluorescencia. Así, 

se generaron moscas transgénicas que contienen estos sistemas reporteros. 

En nuestros estudios usaremos GCaMP3, que tiene un mayor rendimiento 

cuántico y por lo tanto una mayor sensibilidad. Las cepas fueron gentilmente 

cedidas por Matthew Wolf, Departamento de Medicina, Universidad de Duke, 

USA. 

 

Figura 8. A: esquema de los dominios de las proteínas fluorescentes GCaMP2 y GCaMP3. Se 

indican residuos mutados en GCaMP3 respecto a GCaMP2. B: Espectros de excitación 

(alrededor de 488 nm) y emisión de ambas (entre 505 y 530 nm) en presencia (Ca
2+

) y 

ausencia de Ca
2+ 

(+EGTA). C. Curva de titulación de Ca
2+

 utilizando 1 µM de proteína. En el 

marco superior izquierdo se muestra el rango dinámico para ambos indicadores. 

El presente trabajo se enfoca dentro de un proyecto en el cual estudiamos 

generación de arritmias cardíacas asociadas al envejecimiento y posibles 

mecanismos moleculares. En este contexto, analizamos la vía de señalización 

mediada por TOR y uno de sus efectores, eIF4E, ya que podría tener 

implicancia en la regulación de la traducción de proteínas asociadas al manejo 

del Ca2+
i. 

Aquí nos enfocaremos específicamente en observar el impacto del 

envejecimiento sobre la frecuencia cardíaca y la aparición de arritmias. 

Estudiamos en particular el efecto de cambios en los niveles de expresión de 

TOR y eIF4E sobre la frecuencia cardíaca y las arritmias. Analizamos aspectos 

del transitorio de  Ca2
i – que se detallarán e materiales y métodos- mediante la 

señal emitida por el sistema reportero antes descripto, incorporado en moscas 

salvajes y transgénicas para las proteínas de interés. 

 

 

C 
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Hipótesis de trabajo 

Alteraciones de la expresión y/o actividad de eIF4E-efector de la vía TOR- 

contribuyen a la generación de arritmias cardíacas. 

Objetivos generales 

1- Caracterizar aspectos fundamentales de la función cardíaca en 

Drosophila melanogaster a dos edades diferentes. 

Este paso es fundamental para caracterizar nuestro modelo ya que los 

parámetros funcionales se obtendrán a partir de un reportero fluorescente que 

detecta los aumentos de Ca2+
i. Los parámetros fisiológicos serán medidos a 7 

días y 60 días. 

2- Analizar la participación de eIF4E 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 Ca2+
i en el corazón adulto de moscas salvajes y 

transgénicas que tienen niveles reducidos de eIF4E y sobreexpresada la 

quinasa TOR. Estudiaremos la respuesta funcional del corazón en cada línea. 
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Materiales y métodos 

Análisis de homologías de las proteínas eIF4E y TOR. 

Para validar la homología entre las proteínas presentes en Drosophila 

melanogaster y Homo sapiens, se realizó un alineamiento global entre las 

secuencias proteicas de las proteínas eIF4E y TOR.  

Las secuencias proteicas de eIF4E 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 informática de 

alineamientos simples Needle, provista por el Instituto Europeo de 

Bioinformática (EBI). 

 

Amplificación de stocks. 

Los stocks de moscas se amplificaron y mantuvieron en viales a 28°C, 

llenados parcialmente con una mezcla de harina de maíz, glucosa, agar y 

levadura, suplementado con 10% de antimicótico para evitar su contaminación. 

(Anexo I). 

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

Gal4 es un gen que codifica para una proteína de 881 aminoácidos cuya 

expresión es inducida por galactosa, identificada inicialmente en la levadura 

Saccharomyses cerevisiae como regulador de la expresión génica. Es un factor 

de transcripción compuesto por dos dominios, el dominio activador ubicado en 

el extremo C-terminal interactúa con otras proteínas para estimular la 

transcripción a partir de un promotor cercano, mientras que el dominio de unión 

al ADN ubicado en el extremo N-terminal, se une directamente a una secuencia 

específica de 17 pares de bases denominada UAS. (Lodish, 2005) 

Se pueden construir líneas transgénicas de moscas que contengan el gen 

que codifica para Gal4 cuya expresión esté dirigida espacial y/o temporalmente 

por promotores (drivers) específicos de tejido o de un momento determinado 

del desarrollo de las moscas. Por otra parte, se pueden generar líneas 

transgénicas que contengan un gen de interés que se quiere expresar a 

continuación de la secuencia UAS. Cuando se cruzan ambas líneas (la que 

porta Gal4 dirigido por un driver específico y la que tiene el gen de interés 

asociado a la secuencia UAS), los descendientes podrán producir Gal4 que al 

unirse a UAS, promueven la transcripción del gen de interés asociado (revisado 

en Duffy, 2002). 

El sistema reportero que contiene el fluoróforo excitable y que responde a 

los aumentos de Ca2+
i, 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 

transcripción expresado en corazón. Cuando Gal4 se sintetiza, se une a la 

secuencia UAS y activa la transcripción de la proteína sensible a Ca2+
i, 

GCaMP3. La figura 9 muestra cómo funciona la construcción transgénica con el 

gen reportero que capta los cambios en el Ca2+
i, línea a la que llamaremos 

control, porque no tiene modificado otro gen de interés (lado izquierdo), y cómo 

el cruzamiento de ésta con una línea que posee un gen de interés bajo el 

control de UAS, permite obtener una F1 que expresa ambos productos génicos. 

 

 

Figura 9. Esquema que muestra cómo 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 

corazón bajo el control de TinC. 
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Cruzamientos genéticos: 

1.- Línea GCaMP3 con una línea heterocigota que presenta una mutación 

puntual que produce la proteína eIF4E truncada, no funcional. La descendencia 

(F1) será heterocigota para el gen de interés, que se expresará selectivamente 

en corazón y tendrá dos copias del sistema reportero. 

 

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.- Línea GCaMP3 con una línea homocigota que contiene el gen que 

codifica para la quinasa TOR acoplado a la secuencia UAS. La descendencia 

(F1) será heterocigota para el gen de interés el que se expresará 

selectivamente en corazón y tendrá dos copias del sistema reportero. 

 

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. 

 

Obtención del preparado semi-intacto. 

Para realizar los estudios funcionales, los experimentos con corazones 

de adultos se llevaron a cabo según lo descripto (Vogler y Ocorr, 2009). Las 

disecciones se realizaron en un microscopio estereoscópico Schonfeld Optik 

modelo XTD 217. Se tomaron individuos de 7 y 60 días de la línea salvaje 
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(GCaMP3) y las líneas transgénicas, los cuales fueron brevemente 

anestesiados con dióxido de carbono (CO2), colocados en una caja de Petri de 

60 mm que contenía una capa de vaselina y fijados por la región dorsal. 

Mediante un corte se eliminó la cabeza y la región ventral del tórax con el 

objeto de quitar la influencia neuronal en la actividad cardíaca. Se abrió la zona 

ventral media del abdomen y se retiraron los órganos internos como el intestino 

y órganos genitales. Se succionó el cuerpo graso mediante tubos capilares y el 

corazón quedó expuesto adherido a la pared dorsal. El preparado se mantuvo 

sumergido en solución de hemolinfa artificial oxigenada (HL3). (Anexo I)  

 

Figura 10. Preparado semi-intacto de Drosophila melanogaster. La mosca se posiciona sobre el 

dorso para realizar su disección. 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 proteína sensible 

al Ca2+ (longitud de onda de excitación: 488 nanómetros, longitud de onda de 

emisión: 505-530 nanómetros). 

La figura 7 muestra imágenes en seudocolor del corazón de una mosca 

transgénica. Se trazó una línea en sentido transversal a la altura de la cámara 

cónica en el primer segmento abdominal para registrar los cambios de 

fluorescencia. A la derecha se observa un trazado típico, de la intensidad de 

fluorescencia en función del tiempo. Los picos indican el aumento transitorio del 

Ca2+
i para cada contracción. 
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Figura 11. Izquierda línea extendida de manera transversal para escanear una cámara 

cardíaca. Derecha: registro del transitorio de Ca
2+

i. 

Los parámetros fisiológicos medidos fueron:  

- Número de transitorios en un registro (representativos de la frecuencia 

cardíaca), expresados en latidos/minuto (lat/min).  

- Amplitud de los transitorios: expresado en unidades arbitrarias de 

fluorescencia según la fórmula (F-F0)/F0 siendo F la fluorescencia máxima del 

transitorio y F0 la fluorescencia del preparado. 

- Tiempo total: tiempo desde el inicio del transitorio hasta su finalización 

(milisegundos).  

- t ½: tiempo desde la máxima señal fluorescente hasta la mitad de la caída de 

fluorescencia (milisegundos).  

- Período cardíaco: intervalo entre los picos máximos de dos transitorios 

consecutivos (milisegundos).  

- Índice de arritmias: desviación estándar del período cardíaco. 

 

Figura 12. Registros de los transitorios de Ca
+2

i y parámetros medidos. 
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Ensayos bioquímicos. 

La determinación de la cantidad relativa de eIF4E en el tejido cardíaco se 

evaluó por medio de Western Blot usando un anticuerpo anti-eIF4E (Maroto y 

Sierra, 1989). 

Los geles de separación y apilamiento se diseñaron de acuerdo a lo 

descripto (Laemmli 1970) (Anexo I). Muestras de moscas enteras, corazones y 

cabezas se homogeneizaron en buffer de homogenización y se sembraron 

junto con buffer de siembra 1x. Se utilizó un marcador de peso molecular dual-

color (Biorad. Inc) para identificar la proteína de acuerdo a su posición respecto 

de las bandas de proteínas de peso molecular conocido. Las muestras se 

sometieron a campo eléctrico en buffer de corrida (Anexo I). 

Una vez finalizada la corrida, se llevó 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 realizó con 

solución amortiguadora TBS (Tris buffer salino) más Tween 20 0,1% (TBS-T) y 

5% de leche, durante 60 minutos, transcurridos los cuales se efectuó la 

incubación con anticuerpo primario anti-eIF4E 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 procedió a la incubación con anticuerpo 

secundario contra IgG de conejo acoplado a peroxidasa, durante 60 minutos a 

temperatura ambiente en agitación continua. 

Luego de la incubación con anticuerpo secundario se repitió el 

procedimiento de lavado y se reveló la membrana mediante reacción 

quimioluminiscente con un reactivo comercial (ECL, GE, Inc) en un equipo de 

obtención de imágenes Chemidoc (Bio-rad) acoplado a una computadora con 

un software para la detección y análisis de imágenes. 

  



Licenciatura en Genética.                                                                         Legajo 10118/0 

 

23 
 

Resultados 

El envejecimiento modifica la distribución de períodos cardíacos. 

 Al analizar el período cardíaco a edades tempranas y avanzadas en el 

desarrollo de moscas salvajes, se observa una mayor cantidad períodos 

prolongados a edades avanzadas (60 días) en relación a edades tempranas (7 

días). 

 

 

Figura 13. Distribución de períodos cardíacos de moscas salvajes a los 7 (A) y 60 (B) días de 

edad. 7 días n=38, 60 días n=3. 

Esta variabilidad de la frecuencia con la edad, muestra una reducción de los 

latidos por minuto –bradicardia – al tiempo que se incrementan las arritmias, tal 

como se observa en los gráficos de barras en donde se representa la 

frecuencia, expresada en latidos por minuto (figura 14) y el índice de arritmias 

(figura 15), como medida de la variabilidad de la frecuencia, al tiempo que 

registramos la presencia de latidos ectópicos.  

 

 

 

 

Figura 14. Variación de la frecuencia cardíaca 

con el envejecimiento en moscas salvajes. 7 

días n=38, 60 días n=3, * p≤ 0,05. 

A 

B 
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Figura 15. Variación del índice de arritmias con el envejecimiento en moscas salvajes. 7 días 

n=38, 60 días n=3. 

Seguidamente nos enfocamos en el efecto de los cambios en los niveles 

de expresión de las proteínas eIF4E y TOR en la función cardíaca a estas dos 

edades. Previamente, realizamos un abordaje bioinformático para corroborar la 

homología entre las proteínas de interés en el humano y en Drosophila. 

La proteína eIF4E se encuentra conservada en humano y Drosophila. 

Las secuencias proteicas de eIF4E-1 de humano y eIF4E-1 de 

Drosophila se obtuvieron a partir de la base de datos Uniprot 

(http://www.uniprot.org), y se alinearon con la herramienta informática Needle, tal 

como se describió en materiales y métodos. Este tipo de alineamiento permite 

comparar las secuencias en toda su extensión entre sí y se utiliza para 

identificar regiones de similitud que pueden indicar relaciones funcionales, 

estructurales y / o evolutivas entre dos secuencias biológicas.  

En el marco de nuestro análisis, el término identidad hace referencia a la 

proporción de aminoácidos idénticos presentes en el alineamiento de las 

secuencias y el término similitud indica la semejanza en las propiedades 

fisicoquímicas de los aminoácidos (Claverie y Notredame en Bioinformatics for 

Dummies, 2007). Por convención, dos proteínas se consideran homólogas 

cuando poseen una identidad mayor o igual al 25%, por lo que se puede 

afirmar que la proteína eIF4E-1 de Drosophila es homóloga a eIF4E-1 del 

humano. La figura muestra a continuación, el porcentaje de identidad y similitud 

entre la isoforma eIF4E-1 de Homo sapiens y de Drosophila.  

http://www.uniprot.org/
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Figura 16. Representación gráfica del grado de identidad (A) y similitud (B) entre las 

secuencias proteicas de eIF4E-1 humana y eIF4E-1 de Drosophila. 

 

De manera complementaria, a raíz de la búsqueda bibliográfica para 

este trabajo y de acuerdo a las isoformas mostradas en el cuadro comparativo 

de la introducción, nos llamó la atención la isoforma 3 de eIF4E en humanos. 

Esta isoforma se expresa predominantemente en corazón (Joshi y col, 2004). 

Por lo tanto quisimos hallar cuál de las isoformas de eIF4E de Drosophila 

melanogaster presenta mayor homología con ésta. Para ello, obtuvimos la 

secuencia proteica de eIF4E-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 eIF4E-3 de 

humano se relaciona con eIF4E-5 de Drosophila. Para corroborar su 

homología, ambas secuencias se compararon mediante la herramienta Needle.  

Los resultados arrojados por el alineamiento son mostrados en la 

siguiente figura. 

B 



Licenciatura en Genética.                                                                         Legajo 10118/0 

 

26 
 

   

Figura 17. Representación gráfica del grado de identidad (A) y similitud (B) entre las 

secuencias proteicas de la isoforma 3 de eIF4E humana y la 5 de eIF4E de Drosophila. 

Los valores de identidad se encuentran levemente por debajo del límite a 

partir del cual por convención se establece una homología entre las secuencias 

de interés. Sin embargo, es interesante cierta similitud entre estas proteínas, 

que debería ser explorada posteriormente. 

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

Llevando a cabo el mismo procedimiento para la proteína TOR de Homo 

sapiens y de Drosophila se obtuvieron resultados que se muestran en la figura 

18. Como eIF4E-1, la proteína TOR se encuentra conservada. 

  

Figura 18. Representación gráfica del grado de identidad (A) y similitud (B) entre las 

secuencias proteicas de la quinasa TOR de humanos y la de Drosophila. 

 

 

A B 

A B 
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Estudios funcionales sobre el transitorio de Ca2+
i 

La disminución de los niveles de expresión de eIF4E aumenta la 

frecuencia cardíaca. 

La disminución de los niveles de expresión de eIF4E produce un aumento 

de la frecuencia cardíaca en adultos de Drosophila de 7 días de edad. Si bien 

no contamos con suficientes moscas de 60 días, se puede observar una 

tendencia similar sobre la frecuencia como ocurre a los 7 días. 

   

Figura 19. A: Variación de la frecuencia cardíaca entre las distintas líneas de moscas a los 7 

días de edad. Salvaje (WT) n=38, transgénica n=16, * p≤0,05 B: Variación de la frecuencia 

cardíaca entre moscas salvajes y transgénicas a los 60 días de edad. Salvaje (WT) n=2, 

transgénica n=3.  

La sobreexpresión de TOR aumenta la frecuencia cardíaca. 

  La sobreexpresión de TOR incrementa la frecuencia cardíaca en 

comparación con moscas salvajes a edades tempranas. No se muestran datos 

de TOR para moscas de 60 días debido a la falta de moscas de esa edad.  

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Variación en la frecuencia cardíaca 

entre moscas salvajes y transgénicas a los 7 

días de edad. Salvaje (WT) n= 38, transgénica 

n=14. 

* 

A B 
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La disminución de los niveles de expresión de eIF4E disminuye el índice 

de arritmias. 

Se analizó el índice de arritmias como la desviación estándar del período 

cardíaco para las distintas líneas de moscas tanto a los 7 como 60 días de 

edad. La reducción de eIF4E disminuye el índice de arritmias a los 7 y 60 días 

de edad. 

 

Figura 21. Variación del índice de arritmias entre las moscas salvajes y transgénicas a los 7 de 

edad. Salvaje (WT) n=38, transgénica n=14, * p≤0,05. Variación del índice de arritmias  entre 

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

La sobreexpresión de TOR reduce el índice de arritmias. 

De manera similiar al efecto provocado por la reducción de eIF4E, el 

aumento en los niveles de expresión de TOR reduce el índice de arrtimias en 

moscas de 7 días. No contamos aún con datos para moscas de 60 días. 

  

Figura 22.  Variación del índice de arritmias entre moscas salvajes y transgénicas a los 7 días 

de edad. Salvaje (WT) n=38, transgénica n=14, * p≤ 0,05. 

A B 

* 
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La disminución de los niveles de expresión de eIF4E reduce la amplitud 

de los transitorios de Ca+2
i. 

Se produjo una disminución en la amplitud del transitorio de Ca+2
i a los 7 

días de edad. Debido a la irregularidad de la señal en los registros para moscas 

de 60 días en principio este parámetro no pudo ser evaluado a dicha edad. 

 

Figura 23. Variación de la amplitud del transitorio de Ca
+2

i entre moscas salvajes y transgénicas 

a los 7 días de edad. Salvaje (WT) n=34, transgénicas n=13, * p≤0,05 

El aumento de expresión de TOR tiende a reducir la amplitud de los 

transitorios de Ca+2
i. 

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 número de 

muestras para reducir la variabilidad de los valores. 

 

Figura 24. Variación en la amplitud del transitorio de Ca
2+

i entre moscas salvajes y transgénicas 

a los 7 días de edad. Salvaje (WT) n=34, transgénica n=14. 
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La disminución de los niveles de expresión de eIF4E reduce la duración 

del transitorio de Ca+2
i. 

Tanto a 7 como a 60 días, la disminución en la expresión de eIF4E 

contribuye a una reducción en la duración del transitorio de Ca2+
i. Estos 

resultados, son consistentes con un aumento de la frecuencia cardíaca 

observado en las líneas transgénicas.  

 

           

Figura 25. Variación en el tiempo total de duración del transitorio de Ca
+2

i entre moscas 

salvajes y transgénicas que presentan una disminución en los niveles de eIF4E a los 7 (A)  y 60 

días de edad (B). 7 días: Salvaje (WT) n=37, transgénica n=16, * p≤0,05. 60 días: Salvaje (WT) 

n=2, transgénica n=3. 

La sobreexpresión de TOR reduce la relajación del transitorio de Ca+2
i. 

De manera similar a lo que ocurre con la reducción de eIF4E-1, el aumento 

de la frecuencia cardíaca se corresponde con la reducción de la duración del 

transitorio de Ca2+
i en la línea de moscas que sobreexpresa la quinasa TOR. 

Debido a la falta de individuos de 60 días de la línea TOR este dato no se 

muestra. 

 

 

 

 

Figura 26. Variación del tiempo total de duración del 

transitorio de Ca
+2

i entre moscas salvajes y 

transgénicas a los 7 días de edad. Salvaje (WT) 

n=37, transgénica n=14, * p≤0,05. 

A B 
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La disminución de los niveles de expresión de eIF4E no modifica la 

relajación  del transitorio de Ca2+
i. 

El análisis del t ½ de las distintas líneas a los 7 días de edad muestran 

que la reducción de eIF4E no modifica el t½ .No se muestran datos de moscas 

de 60 días debido a la complejidad del registro, por lo que no se pudo medir 

este parámetro. 

 

Figura 27. Valores de t ½ entre las distintas líneas de moscas a los 7 días de edad. Salvaje 

(WT) n=18, transgénica n=16. 

La sobreexpresión de TOR no modifica la cinética del transitorio de Ca2+
i. 

Se observa que el  t ½ no se modifica en las moscas que sobreexpresan 

la quinasa TOR, comparadas con moscas salvajes a los 7 días de edad. 

Debido a la falta de individuos de la línea TOR de 60 días, este parámetro no 

se muestra en los resultados. 

 

 

 

 

 

Figura 28. Cinética del transitorio de Ca
2+

i 

observada en moscas salvajes y transgénicas. 

Salvaje (WT) n=18, transgénica n=1 
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Discusión 

En este trabajo caracterizamos la función cardíaca de Drosophila 

melanogaster a dos edades diferentes con el objeto de estudiar luego, la acción 

de proteínas que podrían alterar dicha función. Estudios llevados a cabo por 

otros grupos de investigación (Occor y col, 2007, Wessells y col, 2009), 

muestran que el envejecimiento conlleva la aparición de arritmias y falla 

cardíaca.  

Estudiamos aspectos de la contractilidad en Drosophila mediante el uso del 

sistema reportero que produce una proteína sensible a los aumentos del Ca2+
i 

diseñado 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 obtención y cuantificación de parámetros cardíacos. Utilizamos 

este tipo de preparado semi-intacto para eliminar la influencia neuronal sobre el 

corazón. La observación de cambios en la fluorescencia del sistema reportero, 

se diferencia de los métodos empleados por otros grupos de investigación que 

utilizan técnicas como tomografía de coherencia óptica (Ocorr y col, 2007). No 

utilizamos indicadores, cuya dificultad para atravesar las membranas celulares 

ha sido descripta (Lin y col, 2011) y además, el sistema reportero GCaMP3 

cedido para nuestros experimentos, no había sido probado aún mediante su 

inducción con Gal4. El objetivo 1 consistía en poder analizar mediante los 

parámetros descriptos en este trabajo, cambios de la función cardíaca en 

Drosophila. Pusimos a punto este sistema y mediante la caracterización del 

transitorio de Ca2+, observamos que la edad reduce la frecuencia cardíaca y 

aumenta las arritmias. No pudimos discriminar sistemáticamente aún entre 

EADs y DADs, tipos de arritmias que se describen en la introducción. En 

algunas moscas hemos observado latidos ectópicos que por su aparición en el 

tiempo, se disparan cuando el latido previo no ha finalizado, lo que podría 

sugerir que se trata de EADs. Sin embargo, un estudio más exhaustivo será 

necesario para confirmar que se trata de latidos ectópicos y el incremento de la 

arritmicidad no sea debido solamente a la variabilidad de la frecuencia 

cardíaca. 

A continuación, estudiamos la proteína eIF4E. En primer lugar, hicimos una 

búsqueda en las bases de datos y un análisis informático para analizar la 

homología entre distintas isoformas de eIF4E en el humano y en Drosophila. 

Establecimos similitudes y diferencias entre las isoformas. Inicialmente en este 

trabajo, modificamos los niveles de expresión de la isoforma eIF4E-1 mediante 

el uso de una línea transgénica heterocigota que presenta una reducción 

sistémica de los niveles de esta proteína. Hallamos que una reducción de los 

niveles proteicos de eIF4E-1 aumenta la frecuencia cardíaca y reduce las 

arritmias. Esto último se corresponde con lo observado por Wessells y col, 

2009, mediante experimentos en los que la sobreexpresión en corazón de 

eIF4E aumenta la falla cardíaca inducida por estimulación eléctrica. Sin 
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embargo, aquí analizamos estos aspectos a frecuencia espontánea sin 

estimulación. 

Por otro lado, la reducción de los niveles de eIF4E-1 redujo la amplitud del 

transitorio de Ca2+
i pero no modificó su cinética. Aún no conocemos el 

mecanismo por el cual la reducción de eIF4E modifica la contractilidad 

(amplitud). Además, estos resultados indican una acción de eIF4E en el tejido 

cardíaco, independiente a su rol canónico como factor de traducción, dado que 

en la condición heterocigota con menores niveles de eIF4E no se altera esta 

función (Hernández y col, 2005). Experimentos en curso están dirigidos a 

dilucidar si la sobreexpresión en tejido cardíaco de eIF4E, rescata el fenotipo 

salvaje, modificado por la reducción sistémica de la proteína. 

No conocemos cual es el rol que tiene eIF4E para que cambios en sus 

niveles de expresión tengan efectos funcionales como los observados. Una 

posibilidad es que eIF4E interaccione con proteínas presentes en corazón 

relevantes para la función cardíaca. Podría, como factor de inicio de la 

traducción, afectar los niveles de expresión de proteínas que intervienen en el 

manejo del Ca2+
i. Para ello estamos poniendo a punto la técnica de western 

blot con el objeto de analizar niveles de expresión de proteínas que intervienen 

en el acoplamiento éxcito-contráctil y hacer experimentos de 

coinmunoprecipitación con eIF4E-1, para conocer posibles interactores de un 

complejo proteico con eIF4E. Si bien hemos iniciado estos experimentos, sobre 

todo enfocándonos en detectar niveles de expresión de eIF4E mediante 

western blot, aún no resolvimos aspectos técnicos para visualizar 

correctamente la proteína, 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 eIF4E en corazón. 

Dado que eIF4E es un efector de la vía TOR, presente en los eucariotas, 

estudiamos la quinasa serina/treonina TOR. Según lo conocido hasta el 

momento, la quinasa TOR forma dos complejos: TORC1 y TORC2, ambos 

diferencialmente regulados. El complejo TORC1 actúa sobre la proteína 4E-BP 

y S6K, fosforilándolas, tanto en Drosophila como en el mamífero (De Virgilio y 

Loewith, 2006; Wessells y col, 2009). Otros estudios indican también que TOR 

regula a S6k por inhibir a una fosfatasa más que por fosforilarla directamente 

(revisado en Bjornsti y Houghton, 2004). Según lo conocido, cuando TOR está 

activa fosforila a 4E-BP. 4E-BP normalmente interacciona con eIF4E y lo aparta 

de la maquinaria de inicio de la traducción, por lo cual tiene efecto inhibitorio 

sobre la síntesis de proteínas. Si 4E-BP está fosforilada, no interacciona con 

eIF4E y este factor se encuentra disponible para traducir. 

Estudios en donde sobreexpresaron TOR en corazón, observaron los 

mismos efectos que al sobreexpresar eIF4E, ya que integran una misma vía 

(Wessells y col, 2009). Se observó además, que el retraso en el envejecimiento 
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cardiaco observado cuando la vía TOR está parcialmente inactivada, podría ser 

debido a un aumento de actividad de 4E-BP, que inhibiría a eIF4E. 

De manera contraria en un trabajo realizado en ratones, la reducción de 

TOR en tejido cardíaco indujo un aumento de la expresión de 4E-BP y daño de 

la función cardíaca. Esta ablación produjo cardiomiopatía dilatada, 

caracterizada por apoptosis, autofagia, estructura mitocondrial alterada y 

acumulación de 4E-BP. El grupo concluye que la pérdida de fosforilación de 

4E-BP cuando se ablaciona mTOR, reduce su degradación y por lo tanto se 

acumula. Estos ratones expuestos a sobrecarga de presión mostraron 

progresión acelerada de insuficiencia cardiaca.  

En este trabajo abordamos el estudio de TOR y su rol sobre la fisiopatología 

cardiovascular, en Drosophila.  

En primer lugar, nuestro análisis informático muestra que TOR se encuentra 

conservada en Drosophila y en humano. Luego, evaluamos la función cardíaca 

mediante el aumento de los niveles de expresión de TOR en corazón. Nuestros 

resultados muestran que a edades tempranas la activación de TOR es 

beneficiosa, puesto que la sobreexpresión reduce las arritmias. Los resultados 

arrojan las mismas tendencias que al reducir los niveles de eIF4E. Este 

resultado es inesperado, porque de acuerdo a lo conocido, sobreexpresar TOR, 

aumentaría la fosforilación de 4E-BP, liberando más eIF4E disponible y 

funcional para sintetizar proteínas que impacten de manera negativa, directa o 

indirectamente, sobre la función cardíaca. 

Una posible explicación es que TOR tenga otros efectores en corazón, 

relacionados o no con eIF4E. Si es lo primero, la activación de otros efectores 

por TOR, regularía negativamente a eIF4E. Otra posibilidad es que eIF4E 

interaccione con otras proteínas no relacionadas con la vía (figura 29). Tal vez 

eIF4E mediante una posible interacción con proteínas aún desconocidas, 

afecte la función cardíaca sin intervenir como factor de traducción. Otros roles 

nuevos de eIF4E aún no completamente dilucidados también han sido 

descriptos (Ferrero y col, 2012, Ferrero y col, resultados no publicados). 

Experimentos en curso están dirigidos a sobreexpresar TOR en la línea 

transgénica que presenta niveles reducidos de eIE4E. 

Dado que la acción de estas proteínas podría variar durante el 

envejecimiento, repetiremos los estudios en moscas de 60 días. Si bien aquí 

presentamos algunos resultados, no son suficientes para confirmar el efecto de 

la modificación de estas proteínas con la edad. 

De acuerdo a lo expuesto, experimentos futuros nos permitirán disecar 

componentes de esta vía de señalización aún no conocidos. Las cualidades de 

Drosophila, nos permiten realizar manipulaciones drásticas y en menor tiempo 
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que en otros modelos animales, con el propósito de extrapolar resultados a la 

condición del mamífero. 

 

 

 

Figura 29. Esquema que muestra nuestro modelo en función de los resultados obtenidos, que 

presenta diferencias con el modelo vigente sobre el rol de la vía TOR en la función 

cardiovascular. 
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Conclusiones 

La reducción de los niveles de expresión de eIF4E tiene impacto sobre la 

función cardíaca: reduce las arritmias, aumenta la frecuencia y reduce la 

amplitud. No modifica la cinética del transitorio de Ca2+
i. 

La sobreexpresión de la quinasa TOR reduce las arritmias, aumenta la 

frecuencia, tiende a reducir la amplitud del transitorio de Ca2+
i
 y no modifica la 

cinética. 

TOR y eIF4E participarían en vías distintas de señalización, o un 

intermediario no conocido activado por TOR promovería un efecto inhibitorio 

sobre eIF4E cuando TOR se encuentra sobreexpresada. 
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ANEXO I 

Medio de cultivo para Drosophila: 

-Agua 225 ml 

-Glucosa 22 g 

-Levadura 4,4 g 

-Agar 2,65 g 

-Harina de maíz 25 g 

-Nipagin 10% w/v. 

Llevar los 225 ml de agua destilada a hervor, agregar la glucosa, levadura, agar 

y harina de maíz consecutivamente. Espesar hasta la consistencia deseada. 

Una vez entibiada la mezcla agregar el antimicótico y colocar en los viales. 

Hemolinfa artificial: 

- NaCl 108mM 

- KCl 5mM 

- CaCl2 2mM 

- MgCl2 8mM 

- NaH2PO4 1mM 

- NaHCO3 4mM 

-sacarosa 10mM 

- trehalosa 5mM 

-HEPES (pH 7,1) 5mM. 

Gel separador Laemmli 10% acrilamida: 

-Acrilamida-bis (30: 0,8) 2 ml 

-Tris-Hcl 1,5M pH=8,8 1,3 ml 

-SDS 10% 50 µl 

-APS 10% 50 µl 

-Temed 5 µl 

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

-Acrilamida-bis (30: 0,8) 266,5 ml 

-Tris-HCl 0,5M pH=6,8 500 µl 

-SDS 10% 20 µl 

-Persulfato de amonio 10% 25 µl 

-Temed 2,5 µl 

-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. 
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ANEXO II 

Alineamientos de secuencias. 

eIF4E-1 Hum vs eIF4E-1 Dm: 

Alineamiento global obtenido entre las secuencias proteicas de eIF4E 1 de humano y eIF4EI de 

Drosophila melanogaster 

 
eIF4E-3 Hum vs eIF4E-5: 
 

 
 
Alineamiento global entre las secuencias de eIF4E 3 de humano y  eIF4E 5 de Drosophila. |  

aminoácidos idénticos, : aminoácidos con propiedades similares, . aminoácidos distintos, - gap. 
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TOR Hum vs TOR Dm: 
 

 
Recorte del alineamiento entre las secuencias proteicas de la proteína TOR de humanos y 

Drosophila melanogaster. Se muestran el tramo inicial y el final del alineamiento debido a su 

extensión (2596 aminoácidos).     |  aminoácidos idénticos, : aminoácidos con propiedades 

similares, . aminoácidos distintos, - gap. 


