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La via de BMP modula las propiedades basicas del reloj circadiano de Drosophila

El reloj circadiano controla los ritmos comportamentales, fisiolégicos vy
metabdlicos en todos los organismos en los que se lo ha estudiado. Este
oscilador, cuya periodicidad es cercana a las 24 hs, se mantiene sincronizado
gracias a diversas claves ambientales. En Drosophila, como en otros organismos,
se han identificado algunos de los componentes responsables de generar y
mantener las oscilaciones moleculares. Asimismo se han caracterizado circuitos
neuronales en los que componentes del reloj fluctian con un periodo cercano a
24 hs.

A lo largo de esta tesis se estudié el rol de la via de bone morphogenetic protein
(BMP) en Drosophila en el circuito neuronal que controla el comportamiento
ritmico. Esta via de sefalizacion, ademas de estar involucrada en la
organogénesis y el crecimiento, funciona como una sefial sinaptica retrégrada
involucrada en la sinaptogénesis, la morfologia sinaptica y el control de la
homeostasis en Drosophila y en otros organismos.

La alteracién de esta via en el circuito PDF en estadios adultos conlleva un
alargamiento del periodo endégeno de la actividad locomotora, que correlaciona
con el ritmo de acumulacién y localizacién subcelular de period, un componente
central del reloj molecular. Los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo
permiten proponer que la via de BMP es capaz de modular la trascripcion de
genes centrales del reloj molecular y que schnurri podria constituir un regulador

negativo determinante del nivel de expresion de los genes reloj en Drosophila.

Palabras claves
Drosophila, comportamiento, ritmos circadianos, genética molecular, regulacion
de la transcripcion, Transforming Growth Factor B (TGFB), Bone Morphogenetic

Protein (BMP), schnurri (shn).



The BMP pathway modulates basic properties of the Drosophila circadian clock

The circadian clock controls rhythms in behavior, physiology and metabolism in
all living organisms. This internal timekeeping system is entrained by
environmental cues such as light and temperature. In Drosophila and other
species some of the molecular components as well as the neuronal network
responsible to generate and sustain this process have been identified.

The long term goal of this thesis has been to study the role of the the bone
morphogenetic protein (BMP) in Drosophila in the neural circuit that controls
circadian locomotor activity rhythms. This signal transduction pathway is a
general regulator of organogenesis and growth in Drosophila and other species,
but specifically in the nervous system it constitutes a retrograde signal crucial for
processes like synaptogenesis, synaptic morphology and the homeostatic
response.

Adult-specific alteration of this pathway within the fly circadian network produces
a long period phenotype in locomotor behavior, that correlates with an altered
(i.e. delayed) accumulation and subcelular localization of PERIOD, a core
component of the molecular clock. Our results lend support to the view that the
BMP pathway modulates transcription of clock genes, and more specifically, that
schnurri could be a negative regulator crucial to determine clock gene expression

levels in Drosophila.

Key words
Drosophila, behavior, circadian rhythms, molecular genetics, transcription
regulation, Transforming Growth Factor B (TGFp), Bone Morphogenetic Protein

(BMP), schnurri (shn).



It is well established that the genes speak strongly in determning
anat omi cal and biochenmical features. It should not be surprising if,

to a large degree, the genes also determ ne behavioral tenperanent,

al t hough, of course, environnmental influences can also play a |arge
role. Al behavior is inevitably the resultant of both conponents.

To discern the genetic contribution clearly, the thing to do is to
keep the environnent constant and change the genes. This is not easy
to do with human beings; they are notoriously uncooperative and
unwi el dy experinental subjects, particularly if one nust wait
generations for the results. For this reason, the nolecular
bi ol ogi sts who have turned to studying behavi or have cast around for
nore favorabl e nodel organisms. There imrediately arises the problem
that the sinpler an organismis, the less likely it is to exhibit
behavi oral patterns that are relevant to man, while the nore conpl ex
it is, the nmore difficult it may be to analyze. A wi de range of
organi snms is under attack by genetic nethods, including Escherichia
coli, paranecium phyconyces, the rotifer (C. Levinthal, ora

conmuni cation), the nematode (S. Brenner, oral conmunication), and
t he nouse.

The fruit fly, Drosophila, represents a conprom se

Benzer, S. (1971). Fromthe gene to behavior. JAVA 218, 1015-1022.
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Introduccién

El reloj circadiano

Los procesos evolutivos han dado origen a todos los organismos vivientes y los han
adaptado a su actual existencia. La adaptacion a los diferentes ambientes como los
océanos, los bosques o las montafias ha dado lugar a muy variadas formas de vida,
permitiendo la conquista de nuevos territorios y la utilizacién de nichos ecoldgicos
vacantes. De todos los parametros de nuestro ambiente, hay una serie de ellos que, por
ser tan obvios, muchas veces son descuidados o dados por sentado; esos parametros son
los cambios ambientales producto de la sucesion de los dias y las noches. La Tierra,
girando sobre su propio eje, impone cambios ritmicos con un periodo de 24hs en
iluminacién, temperatura y otras variables ambientales a las que todos los organismos
que habitan el planeta estan expuestos. No es sorprendente que existan numerosas
adaptaciones a estos ciclos de 24hs. De hecho, la existencia de especies diurnas,
nocturnas y crepusculares todas conviviendo en el mismo habitat hace posible la
ocupacion de nichos ecoldgicos en términos de tiempo y no sélo de espacio.

Hoy en dia, los seres humanos basamos nuestras vidas principalmente en relojes
externos, artificiales, producto de las nuevas tecnologias. A pesar de eso, nuestros
organismos siguen dependiendo de un reloj codificado en nuestro genoma, el cual ejerce
control sobre un gran parte de nuestra fisiologia y nuestro comportamiento. Este reloj
biolodgico es intensamente investigado en muchas especies, como hongos, cianobacterias,
moscas, peces, aves, roedores y humanos. Los principios generales de funcionamiento
que subyacen estos relojes se encuentran conservados evolutivamente, lo cual ha

estimulado aun mas los esfuerzos para desentrafiar los procesos que los gobiernan.

Propiedades de los relojes circadianos

En el primer reporte de la era moderna que da cuenta de la existencia de un reloj
biolégico el astrénomo francés Jean de Mairan resalté una de las propiedades basicas de
su funcionamiento. Este pionero observé la apertura y cierre de las hojas de una planta
del género Heliotropium, fendmeno que ocurria diariamente. El aporte fundamental de
Jean de Mairan fue aislar a la planta encerrandola en un armario y ver si los cambios
seguian ocurriendo en la ausencia de la principal clave ambiental, la luz. Como la planta
siguio abriendo y cerrando sus hojas, con este simple disefio propuso que las oscilaciones
biologicas diarias se sustentan en un proceso enddégeno capaz de persistir en condiciones

ambientales constantes (De Mairan, 1729). Es claro que estos experimentos no descartan
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Introduccién

la existencia de otras claves menos obvias que persisten al encerrar la planta, pero
experimentos mas complejos en condiciones muy controladas, incluso algunos
experimentos realizados fuera de la atmodsfera terrestre, nos permiten afirmar, con
certeza, que los ritmos bioldgicos se sustentan en osciladores endégenos (Ferraro et al.,
1989; Fuller et al., 1989; Sulzman et al., 1984). En ausencia de claves ambientales los
relojes circadianos presentan un periodo cercano a las 24 horas (de ahi el nombre en latin
circa=cercano diem=dia).

Otra de las propiedades que definen a los relojes circadianos es su capacidad de ser
sincronizados, o “puestos en hora”, por los ritmos ambientales, como los ciclos de luz y
de temperatura. Esta caracteristica permite la adaptacion a los cambios estacionales, asi
como la correccion de las pequefias desviaciones de periodo que tienen los relojes
endogenos.

Por ultimo, los relojes se caracterizan por poseer mecanismos de compensacion de
temperatura, los cuales posibilitan que el periodo de las oscilaciones no se modifique al
variar la temperatura dentro de un rango fisiolégico, el cual es diferente para cada
especie.

Todas estas propiedades permiten constituir una relacion de fase estable con los ciclos
externos, alargando o acortando el periodo del reloj endégeno e igualandolo al del ciclo

ambiental.

Drosophila, un elemento clave para el campo circadiano

Thomas Hunt Morgan comenz6 a utilizar Drosophila melanogaster como modelo de
estudio para sus experimentos sobre la herencia alrededor del afio 1910, trabajos que le
valieron el premio Nobel en el afio 1933. Estos aportes y los de muchos otros han
establecido a Drosophila como uno de los primeros organismos utilizados para el analisis
genético. Aflos méas tarde, a fines de la década del 60 y también utilizando Drosophila, el
laboratorio de Seymour Benzer revoluciond el campo de la genética del comportamiento y
en pocos afios estableci6 simultaneamente avances sustanciales en el estudio del
comportamiento sexual, de los sistemas sensoriales, el aprendizaje y la memoria y los
ritmos circadianos, entre otros (Benzer, 1971; Vosshall, 2007). En particular, Ron
Konopka en el laboratorio de Benzer fue quien utilizé6 Drosophila para identificar genes
involucrados en los ritmos circadianos. En el primer trabajo Konopka y Benzer describen
tres alelos de un mismo gen, que abarcan los tres fenotipos basicos existentes en el
campo de los ritmos circadianos: periodo largo, corto y arritmicidad (Konopka and

Benzer, 1971). Este trabajo describié las consecuencias de la disfuncion de un gen que

16



Introduccién

afios mas tarde seria identificado como period (per), y con el esfuerzo de otros
laboratorios constituy6 el primer caso inequivoco en el que un gen se vinculaba
directamente a un fenotipo comportamental (Bargiello et al., 1984; Zehring et al., 1984).
Los trabajos pioneros de Benzer utilizaron el patron de eclosi6n para reportar el
funcionamiento del reloj, pero una de las ventajas de Drosophila es que presenta muchos
patrones circadianos de comportamiento facilmente medibles en el laboratorio. En
particular, la actividad locomotora es el méas estudiado ya que existen sistemas
automatizados de evaluacién comportamental. Siendo un animal crepuscular, la mosca
presenta dos picos de actividad, uno al amanecer y otro al atardecer, separados por una
fase de baja actividad durante el dia la cual es especialmente evidente en los machos
(Figura 1). Este esquema persiste, aunque con ciertas variaciones, en condiciones

ambientales constantes.

Respuesta al cambio

ik de iluminacion
0,12 1 / \
0,10 1 N
Actividad i AQt!Vldad_
0,081 anticipatoria de anticipatoria
0.06 la mafiana de la noche

N

0,04 1
0,02
0

alinmaite

18 20 22 0 2 4 6 8 10 12 14 16 ZT

Actividad promedio normalizada

Figura 1. Patrén poblacional de activi dad locomotora para moscas silvestres. Se muestra el
promedio de actividad normalizada por la actividad total para una poblacion de 30 animales en
condiciones de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Las barras negras y blancas representan
periodos de oscuridad y luz respectivamente, e indican la actividad desarrollada cada 30 minutos
con el correspondiente error estandar. ZT: Zeitgeber Time, denominacién utilizada para indicar el
tiempo pasado desde la Ultima transicidon oscuridad-luz, usualmente indicado en horas.

Al transferir las moscas a oscuridad constante (condicidn que permite la manifestacion del
reloj endégeno) el patron comportamental se caracteriza por un pequefio aumento de
actividad en torno al inicio del dia subjetivo, y luego una actividad mas o menos
constante durante el resto del dia subjetivo que culmina con un nuevo aumento, mas

pronunciado, en torno al comienzo de la noche subjetiva, remedando lo que se observa

17



Introduccién

en condiciones de luz y oscuridad. Cabe recalcar que durante la noche la actividad
locomotora es muy esporadica en animales silvestres.

Aunque es el mas estudiado, la actividad locomotora no es el Unico comportamiento
controlado por el reloj; también se encuentran bajo control circadiano la eclosién
(Konopka and Benzer, 1971), la sensibilidad olfativa (Krishnan et al., 1999), puesta de
huevos (Howlader et al., 2006; Howlader and Sharma, 2006), ciertos aspectos del cortejo
(Fujii and Amrein, 2010; Fujii et al., 2007) y el aprendizaje y la memoria de corto plazo
(Lyons and Roman, 2009).

Un factor importante que ha permitido sostener a Drosophila como organismo modelo
para el estudio del reloj es la relativa simplicidad de las redes neuronales que controlan
su actividad locomotora ritmica (Sheeba, 2008). Han sido descriptas alrededor de 150
neuronas reloj en el cerebro de la mosca (Figura 2), de un total de alrededor de 250.000
neuronas. Sin duda, este nimero de componentes permite el estudio de su

funcionamiento a nivel de pequefios grupos o de neuronas individuales.

Figura 2. Esquema del cerebro de una mosca adulta e n el que se resaltan las neuronas
reloj con sus somas y sus proyecciones. La: lamina, Me: médula, Ey: ojo compuesto, aMe:
médula accesoria, PL: pars lateralis, Pl: pars intercerebralis, Oc: ocelos, CC: complejo central, MB:
cuerpos pedunculados, Ca: caliz del cuerpo pedunculado, AL: Iébulo antenal, DN1: neuronas
dorsales 1, DN2: neuronas dorsales 2, LPN: neuronas laterales posteriores, DN3: neuronas dorsales
3, LNd: neuronas laterales dorsales, I-LNv: neuronas laterales ventrales grandes, s-LNv: neuronas
laterales ventrales pequefias, H-B: 6rgano de Hofbauer-Buchner, R7/8: fotorreceptores 7y 8, R1-6:
fotorreceptores 1 a 6. Tomado de C. Helfrich-Forster, Genes, Brain and Behavior (2005).
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Introduccién

La ingenieria molecular del reloj circadiano de Drosophila

El analisis genético del comportamiento circadiano, estudiando principalmente la actividad
locomotora, ha permitido modelar la existencia de dos ciclos transcripcionales de
retroalimentacion negativa, los cuales son fundamentales para la generacion y
mantenimiento del reloj circadiano en Drosophila. El panorama actual propone que en el
denominado primer ciclo (Figura 3), dos proteinas de unién a ADN estimulan la
transcripcion de sus propios represores, y retrasos temporales entre la activacién y la
represion genera las oscilaciones de 24 horas sobre las que se sustenta el reloj.
Especificamente, el heterodimero CLOCK/CYCLE (CLK/CYC) se une a las secuencias E-box
(por lo general CACGTG) en los promotores de sus genes blanco para activar la expresién
génica. En el primer circuito de retroalimentacion, el heterodimero CLK/CYC activa la
transcripcién de timeless (tim) y per, los cuales tienen su pico méaximo al inicio del dia
subjectivo. Las proteinas TIM y PER se acumulan y dimerizan en el citoplasma a lo largo
de la noche y translocan al nucleo hacia la medianoche, en un proceso regulado por la
proteina quinasa SHAGGY (SGG) (Martinek et al., 2001). Una vez en el nucleo PERy TIM
se unen a CLK/CYC, inhibiendo su unién al ADN y la activacion de la transcripcion (Figura
3). Este panorama pone a la retroalimentacién transcripcional como un mecanismo

determinante del periodo circadiano (Kadener et al., 2008).
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Figura 3: Primer ciclo de retroalimentacién negativ a. CLK/CYC se unen a los elementos E-box
de los promotores de per y tim activando su transcripcion. Las proteinas PER y TIM son modificadas
por las quinasas DBT, CK2, y SGG y las fosfatasas PP2A y PP1. PER y TIM dimerizan y translocan al
nucleo donde reprimen la actividad de dimero CLK/CYC. La hiperfosforilacién de PER y TIM lleva la
su union con la E3 ubiquitina ligasa SLIMB, llevando a su ubiquitinacién y posterior protedlisis en el
proteasoma 26S. Tomado de Ravi Allada and Brian Y. Chung; Annu Rev Physiol (2010).
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Sin embargo, la regulacion postraduccional ejercida sobre los componentes de este
primer ciclo impone retrasos temporales entre la activacion transcripcional de CLK/CYC y
la represion ejercida por TIM y PER. PER es fosforilado por CASEINA QUINASA |E
(CK1g)/DOUBLETIME (DBT) y CASEINA QUINASA 2 (CK2), mientras que TIM es
fosforilado por GLUCOGENOSINTETASA QUINASA 3B/SHAGGY (GSK3B/SGG) y CK2. La
fosforilacion por parte de SGG es de crucial importancia debido a que ademd@s de estar
involucrada en la estabilidad de TIM (Stoleru et al., 2007), es crucial para la translocacion
al nacleo del dimero PER/TIM (Martinek et al., 2001), constituyendo por tanto una pieza
clave en el establecimiento del periodo endégeno. A su vez, PER y TIM son sustratos de
las fosfatasas PROTEIN FOSFATASA 2A (PP2A) y PROTEIN FOSFATASA 1 (PP1),
respectivamente. Las diversas fosforilaciones a las que son sujetos PER y TIM conducen a
su degradacion; en el caso de PER, su fosforilacion por parte de DBT media la
ubiquitinacion mediada por la E3 ligasa SUPERNUMERARY LIMBS (SLIMB), lo cual gatilla
la degradacién por el proteasoma al comienzo del dia. La falta de PER libera la represion
sobre su propia transcripcién dando comienzo a un nuevo ciclo.

CLK/CYC también funcionan como activadores transcripcionales de un segundo ciclo
entrelazado con el primero, el cual es importante para asegurar la fase y amplitud del
oscilador y sus vias de salida (Figura 4). En este ciclo, el dimero CLK/CYC activa
directamente la transcripcién de Par domain protein 1 (Pdpl) y vrille (vri), dos
reguladores transcripcionales cuyos productos proteicos se unen al promotor de clk pero
con funciones opuestas; mientras que VRI inhibe la trascripcion de clk, PDP1 la estimula.
La acumulacién retrasada de PDP1 respecto de VRI establece el ritmo de acumulacién de

clk, el cual es antifasico respecto de per y tim.

Figura 4. Segundo ciclo de retroalimentacién negati va. El dimero CLK/CYC, ademas de unirse
a los elementos E-box de los promotores de per y tim, activa los genes clockwork orange (cwo),
pdpl, y vri a través del mismo elemento. PDP1 activa la transcripcion de clk, mientras que VRI
compite con PDP1 para reprimir la expresion de clk. Por su parte, CWO reprime la activacion media
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por CLK/CYC confiriendo robustez a las oscilaciones transcripcionales. P/V: sitio de unién al ADN
para PDPy VRI. Tomado de Ravi Allada and Brian Chung; Annu Rev Physiol (2010).

Los dos ciclos interconectados de retroalimentacidon negativa logran establecer un periodo
enddégeno muy cercano a 24hs. Pero una propiedad central de los relojes circadianos es la
capacidad de ser entrenados por las claves ambientales, las cuales constituyen las vias de
entrada al oscilador y a las que se denomina globalmente como ‘‘zeitgebers”, que en
aleman significa “dador de tiempo”. La intensidad luminica es, sin dudas, el parametro
mas preponderante en la oscilacién entre el dia y la noche (Helfrich-Forster, 2002), pero
también la temperatura (Glaser and Stanewsky, 2007), las claves sociales (Levine et al.,
2002) e incluso el magnetismo terrestre pueden entrenar el reloj circadiano de Drosophila
(‘Yoshii et al., 2009a).

Las moscas poseen tres 6rganos fotoperceptivos diferentes; el ojo compuesto, los ocelos
y el 6rgano de Hofbauer—-Buchner (HB); estos 6rganos forman parte de las vias de
entrada de la informacion Iluminica, pero el principal mecanismo sincronizador es
auténomo de célula y recae en el pigmento fotosensible a la luz azul CRYPTOCHROME
(CRY) (Emery et al., 1998; Stanewsky et al., 1998). CRY es una proteina activable por luz
que promueve la degradacién de TIM (Busza et al., 2004; Ceriani et al., 1999); para esto
la luz induce un cambio conformacional en CRY que facilita su unién a TIM. La falta de
TIM vuelve inestable a PER debido a que queda expuesta a la fosforilacion por parte de
DBT (Kloss et al.,, 2001; Price et al.,, 1998); como ya se ha mencionado, la

hiperfosforilacién media la degradacion de PER y el reseteo del reloj.

El periodo de la actividad locomotora descansa sobre un delicado equilibrio

Lo mecanismos moleculares descritos en la seccidon anterior representan un engranaje en
el que la abundancia y funcionalidad de cada componente esta finamente regulada para
asegurar una periodicidad cercana a las 24hs. Para estudiar la funcién de cada uno de los
componentes en un organismo modelo como Drosophila las herramientas genéticas
disponibles han permitido perturbar los balances de abundancia y funcién, demostrando
la relevancia de cada molécula en este proceso (Rosbash, 2009). Sin duda el ejemplo
mas paradigmatico que demuestra la capacidad de los genes centrales del reloj de
controlar el periodo proviene del trabajo de Konopka y Benzer en 1971; dos de los tres
mutantes en el gen period que aislaron (per®y per‘) representaban mutantes de periodo.
Afios después se caracterizaron la mutaciones en estos genes demostrandose que el
efecto central es sobre la estabilidad de la proteina PER: mientras que aumentando su

estabilidad se prolonga el periodo enddgeno, disminuyéndola se acorta. Pero ésta no es la
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Unica evidencia de que el gen period regula el periodo, el mismo Konopka demostré que
aumentando la dosis génica de per el reloj molecular acortaba su periodo (Smith and
Konopka, 1982), observacién que fue luego ratificada por trabajos que incorporaron
mediciones en los niveles transcripcionales de per, confirmando la correlacién entre los
niveles de expresién de per y el periodo endégeno (Baylies et al., 1987; Rutila et al.,
1992). De hecho, per no es el Gnico regulador transcripcional capaz de modular el periodo
endogeno; la disminucién de la dosis génica de vrille acorta el periodo locomotor (Blau
and Young, 1999) y el aumento de la dosis génica de clock también es capaz de acelerar
levemente el reloj molecular (Kadener et al., 2008).

Ademas de la regulacién transcripcional sobre el periodo, el ciclo circadiano es muy
sensible a la actividad de las quinasas que lo conforman. La accion que ejercen las
quinasas double-time y shaggy sobre el reloj es mediado por su estado de activaciéon y su
abundancia a nivel de proteina (Kloss et al., 1998; Martinek et al., 2001; Price et al.,
1998; Suri et al., 2000). Por el contrario, no hay reportes que demuestren que un
incremento de dosis génica de estas quinasas puede afectar el paso del reloj.

Ademas del efecto que la dosis génica de per tiene sobre el reloj (a mayor niumero de
copias, menor el periodo), un efecto contrario fue reportado sobre el incremento de la
proteina PER regulada por un promotor constitutivo (Kadener et al., 2008; Yang and
Sehgal, 2001). Aumentar la cantidad de PER por medio de la sobreexpresion del marco
abierto de lectura (ORF) que codifica para esta proteina retarda el paso del reloj,
aumentando el periodo, probablemente a través de aumentar exacerbadamente los

niveles de PER, con la consiguiente disminucion transcripcional del locus endégeno.

El circuito neuronal detras del reloj de Drosophila

A partir de la identificacién de mutantes circadianos y la posterior identificacion de los
genes y las proteinas afectadas, fue posible desarrollar anticuerpos dirigidos contra las
proteinas claves del reloj biolégico. Utilizando esas nuevas herramientas fue posible
identificar las neuronas reloj en el cerebro de la mosca (Helfrich-Forster, 1995; Kaneko et
al., 1997).

Hoy en dia se define como el circuito circadiano a alrededor de 150 neuronas que
expresan PERy TIM en el cerebro de Drosophila. En funcién de su localizacién anatémica,
su tamafio celular y su patron de expresion génica las neuronas reloj han sido divididas
en grupos y subgrupos. A grandes rasgos es posible distinguir un grupo de neuronas con
ubicacién dorsal y otro grupo de ubicacion lateral dentro del protocerebro. A su vez, el

grupo dorsal ha sido dividido en tres subgrupos denominados DN1, DN2 y DN3 (por sus
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siglas en inglés). Mientras que las DN1 son alrededor de 15 neuronas, las DN2 son sélo 2
neuronas y las DN3 son alrededor de 40 neuronas. Por su parte, el grupo de neuronas
con ubicacion lateral ha sido subdividido en cuatro subgrupos de pocas neuronas cada
uno; 3 o 4 neuronas conforman el grupo posterior lateral, 6 neuronas son denominadas
laterales dorsales, 5 definen el grupo de las neuronas laterales ventrales pequefias y 4 el
de las neuronas laterales ventrales grandes (LPN, LNd, sLNv y ILNv respectivamente, por
sus siglas en inglés) (Figura 2) (Peschel and Helfrich-Forster, 2011).

Es importante destacar que un gran numero de células gliales son inmunoreactivas para
PER y TIM, aunque los niveles de expresidn son menores que los presentes en neuronas.
El sistema glial, vital para el funcionamiento del sistema nervioso, es también clave para
el correcto desenvolvimiento del sistema circadiano (Ng et al., 2011). A su vez, muchas
evidencias indican que el sistema circadiano controla la morfologia y el funcionamiento
bioquimico de la glia (Jackson, 2010).

Los distintos subgrupos neuronales cumplen funciones mas o menos especificas sobre
distintos aspectos de la actividad locomotora ritmica a lo largo de los distintos momentos
del dia y bajo diferentes condiciones ambientales (Peschel and Helfrich-Forster, 2011).
Dentro de esta red de neuronas, es de particular relevancia el grupo de las LNvs, cuya
caracteristica saliente es que, a excepcién de una de ellas, expresan el neuropéptido
PIGMENT DISPERSING FACTOR (PDF). En Drosophila, se ha demostrado que PDF es la
sefial responsable de sincronizar lo distintos osciladores en el cerebro de la mosca (Lin et
al., 2004; Park et al., 2000; Peng et al., 2003; Renn et al., 1999). Si bien tanto las ILNvs
como las sLNvs expresan PDF, son estas Ultimas las que se han sefialado como el
oscilador central en Drosophila. Ademas, el correcto funcionamiento de las neuronas sLNv
PDF positivas es de particular importancia para la actividad anticipatoria de la mafiana, y
son determinantes para sostener el ritmo locomotor en condiciones de oscuridad
constante (Grima et al., 2004; Shigeyoshi et al., 2002; Stoleru et al., 2004).

Desde un punto de vista neuronanatémico, las sLNvs envian sus proyecciones axonales
hacia la region dorsal del cerebro donde se encuentran las DN1 y la pars intercerebralis
(PI), un area compuesta por neuronas de sistema neuroendocrino. Por su parte, las ILNvs
proyectan sus axones hacia la médula ipsilateral y contralateral (Figura 5). Es importante
destacar que si bien las sLNvs constituyen las neuronas marcapaso, el resto de la red es

fundamental para lograr un correcto control de la actividad locomotora ritmica.
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Figura 5: Circuito PDF. La figura muestra un hemicerebro de mosca adulta del genotipo
pdfG4> CD8RFP marcado por inmunohistoquimica contra la proteina RFP. El cédigo de colores indica
la profundidad en el tejido. Las flechas sefialan los cuerpos celulares de las sLNvs (neuronas
laterales ventrales pequefias) y las ILNvs (neuronas laterales ventrales grandes). DP: protocerebro
dorsal, Me: médula.

Desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso

Mecanismos involucrados en la estructuracién del sistema nervioso

Los morféogenos son moléculas sefializadoras secretadas por diversos tipos celulares
capaces de organizar células de su entorno en patrones determinados. Estas moléculas
forman gradientes de concentraciéon desde los centros de liberacion, y determinan el
arreglo espacial y el destino funcional de las células blanco, lo cual depende de la
concentracion alcanzada por el morfégeno en cada tipo celular capaz de reconocerlo, y las
vias de sefializacién presentes en cada uno de ellos. Los ejemplos mas clasicos de
morfégenos incluyen al acido retinoico y péptidos de la via de Wnt, del transforming
growth factor-g (TGFp), del fibroblast growth factor (FGF), y de la familia Hedgehog.
Estos morfégenos y sus cascadas de trasduccidon de sefales estan presentes en casi todos
los metazoos, constituyendo componentes homoélogos tanto en estructura proteica como
en funcion (Wu and Hill, 2009). En particular, el uso de Drosophila como modelo de
estudio ha contribuido de manera sustancial a entender como estos factores actuan. En
las ultimas décadas el analisis molecular y genético de la actividad de los distintos
morfégenos y del establecimiento de sus gradientes dentro de los organismos ha sido un
tema central de la biologia del desarrollo. Mas recientemente se ha encontrado que

muchas de estas moléculas son también factores claves en el guiado axonal y la
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formacion de sinapsis (Bayat et al., 2011; Marques and Zhang, 2006; Salinas, 2003); por

lo tanto, en el establecimiento y funcién del sistema nervioso.

La via de sefializacién de TGFB

Hacia el final de la década del 70 y principio de la década del 80 muchas eran las
evidencias de que el crecimiento celular era controlado en gran medida por polipéptidos y
hormonas que se encuentran en los fluidos provenientes de los diferentes 6rganos. En ese
contexto, un concepto central era la idea de que la células trasformadas o malignas eran
células que habian escapado a los controles impuestos por esas hormonas y factores
proteicos (Holley, 1975; Sporn and Todaro, 1980). Con el objetivo de entender los
procesos de control del crecimiento celular, el laboratorio de Michael Sporn se embarcé
en la caracterizacion bioquimica de cierto tipo de células transformadas aislando dos
fracciones con capacidad de inducir la proliferacion celular, las cuales denominaron
“transforming growth factor a y pB” (TGFa y TGFB) (Anzano et al., 1982). El factor a
resulté ser el “epidermal growth factor” (EGF) (Smith et al., 1985), factor que ya se
encontraba descripto; el B representé un nuevo ejemplo de un potente inductor del
crecimiento celular (Anzano et al., 1982). A pesar de haber sido encontrado como un
estimulador del crecimiento celular TGFp es capaz, en ciertos contextos celulares, de
funcionar inhibiendo la proliferacién celular (Roberts et al., 1985; Tucker et al., 1984).
Estas observaciones rompieron con una vision simplista que entendia a TGF como un
simple promotor del crecimiento celular y demostraron por primera vez la
multifuncionalidad de esta via de sefializacion (Sporn, 2006).

A lo largo de los afios se ha descripto que la familia de factores de crecimiento TGFj
incluye varias subfamilias, entre ellas la de TGFB, bone morphogenic proteins (BMP),
nodals, activins, y la hormona anti-Mulleriana, ademas de muchos otros factores
estructuralmente relacionados en vertebrados, insectos y nematodos (Tabla 1)
(Moustakas and Heldin, 2009). Esta plétora de factores activa diversas vias de
sefializacién y regula una variedad de procesos celulares incluyendo la proliferacion y
diferenciacién, el establecimiento del eje dorso-ventral, la apoptosis, la adhesién y
migracion, media la respuesta a lesiones, modula la respuesta inmune y esté involucrada

en el control de la carcinogénesis (Santibanez et al., 2011; Wharton and Derynck, 2009).
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H. sapiens
Via de sefializacion BMP GDF Activin TGFB AMH Inhibidores
Ligando BMP2, 4 GDF5, 6, 7 Inhibin PA TGFp1 AMH (MIS) BMP3
BMPS, 6, 7 GDFSh Inhibin BB TGFp2 Inhibin o
BMPSA, 8B GDF10, 11 Nodal TGFp3 Inhibin C
BMP9, 10 GDF15 (MIC1) Inhibin BE
e enee LEFTYA
GDF1, 3 LEFTYB
GDF8 (MYO)
GDF9
Receptor tipo Il BMPRII BMPRII ActRIIA TBRI AMHRII N/A
ActRIIA, ActRIIB ActRIIA, ActRIIB ActRIIB
Receptortipo |  BMPRIA (ALK3) BMPRIA (ALK3) ActRIB (ALK4) TRRI (ALKS) BMPRIA (ALK3) N/A
BMPRIB (ALK&) BMPRIB (ALK6) ALK?7 e BMPRIB (ALK6)
ALK2 ALK2 ALK1 ALK2
ALK1 ] ALK2
ActRIB (ALK4) BMPRIA (ALK3)
ALK7
TBRI (ALKS)
Receptor tipo Il RGMa, b, ¢ (+) Cripto 3 (+) Cripto 3 (<) TRRIN (+) ? TRRIII (=)
Cripto 1 (+) Endoglin (+) Cripto 3 (-)
Cripto 3 ()
R.Smad SMAD1, 5, 8 SMAD1, 5, 8 SMADZ, 3 SMADZ, 3 SMAD1,5,8 N/A
SMAD2, 3 SMAD1, 5, 8
Co-Smad SMAD4 SMAD4 SMAD4 SMAD4 SMAD4 N/A
I-Smad SMADSG, 7 SMADS, 7 SMAD?7 SMAD7 SMADS, 7 N/A
D. melanogaster C. elegans
Via de sefalizacion BMP Activin Otros Sma/Mab Dauer
Ligando Dpp dActivin Mav DBL-1 DAF-7
Gbh Daw Myo
Scw
Receptor tipo Il Put Put z DAF-4 DAF-4
Wit Wit
Receptor tipo | Tkv Babo ? SMA-6 DAF-1
Sax
Recaptar tipo |1 7 ? ? ? d
R.Smad Mad dSmad2 ? SMA-2 DAF-8
SMA-3 DAF-14
Co-Smad Medea Medea ? SMA-4 DAF-3 (7)
-Smad Dad 7 ? TAG-68 (?) TAG-68 (7)

Tabla 1. La via de TGF B en humanos, moscas y gusanos. Los ligandos, los receptores tipo | y
las proteinas R-Smads responden a un cddigo de color: azul, via de BMP; rojo via de TGFp/activin.
Los signos de pregunta indican que no hay informacién disponible. En el grupo de los receptores
tipo Ill, los simbolos (+) o (-) indican efectos positivos 0 negativos, respectivamente. N/A, no
corresponde. Modificado de Aristidis Moustakas and Carl-Henrik Heldin, Development, 2009, The
regulation of TGFp signal transduction.

La via de sefalizacion comun a esta familia de péptidos transduce su sefial desde la
membrana hasta el nlcleo a través de dos tipos de receptores transmembrana del tipo
serina/treonina quinasa, que a su vez sefializan a través de las proteinas denominadas
Smad. Los receptores de esta via representan dos sub-familias estructuralmente muy
similares, denominadas receptores de tipo | y de tipo II; los receptores tipo | poseen un
dominio conservado rico en glicinas y serinas (secuencia GS) muy cercano a su dominio
quinasa. Los ligandos permiten la formacion de complejos estables de receptores que

constan de dos receptores de cada tipo, en los que los receptores de tipo |l fosforilan la
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secuencia GS, y esta fosforilacion activa los receptores tipo | que primero se
autofosforilan, y luego fosforilan a las proteinas Smad (Moustakas and Heldin, 2009). Han
sido descriptas tres tipos de proteinas Smad: las R-Smads interactian directamente con
los receptores transmembrana y son fosforiladas por los receptores de tipo | en sus
residuos C-terminales; las Co-Smads forman complejos con las R-Smad y translocan al
nacleo donde regulan la transcripcién en conjunto con otros cofactores; y las I-Smads son
reguladores claves de la sefial de TGFB constituyendo un mecanismo de retroalimentacion
negativo que regula el funcionamiento de la via de sefalizacion (Moustakas and Heldin,
2009).

La via de TGFB en Drosophila

Drosophila melanogaster tiene siete miembros de la familia de TGFB. DECAPENTAPLEGIC
(DPP) y SCREW (SCW) son homologos de BMP, y determinan el eje dorsoventral y la
diferenciacidon en diversos tejidos, siendo el ala de la mosca el modelo de estudio mas
difundido (Affolter and Basler, 2007). Otro homdélogo de BMP es GLASS BOTTOM BOAT
(GBB), que ademas de regular el desarrollo del ala esta involucrado en el desarrollo del
cerebro (Keshishian and Kim, 2004; Marques and Zhang, 2006; Salinas, 2003). Los
ligandos tipo activin son dACTIVIN (ACTB) y DAWDLE (DAW), y cumplen un rol tejido-
especifico, por ejemplo en el desarrollo del sistema nervioso larval (Zhu et al., 2008). A
estos cinco ligandos se suman MAVERICK y MYOGLIANIN, que se expresan en células del
endodermo y el mesodermo, pero cuya funcidn no ha sido caracterizada en detalle (Lee-
Hoeflich et al., 2005; Nguyen et al., 2000).

En cuanto a los receptores transmembrana, Drosophila tiene 5 miembros. THICKVEINS
(TKV), SAXOPHONE (SAX) y BABOON (BABO) constituyen receptores de tipo |, mientras
que PUNT (PUT) y WISHFUL THINKING (WIT) son de tipo Il. Los ligandos tipo BMP se
unen a los receptores tipo | TKV y SAX, mientras que BABO media la actividad de ACTB y
DAW (Affolter and Basler, 2007; Zhu et al., 2008).

Las proteinas Smad forman un grupo numeroso en vertebrados, en cambio Drosophila
muestra un numero limitado de genes homodlogos. MOTHERS AGAINST DPP (MAD)
representa la Unica R-Smad blanco de los receptores serina/tirosina quinasa SAX y TKV;
por su parte, BABO sefializa a través de dSmad2. Mientras tanto MEDEA (MED) constituye
la Unica Co-Smad. También existe s6lo una I-Smad, denominada DAUGHTERS AGAINST
DPP (DAD) (Tsuneizumi et al., 1997) que inhibe los receptores TKV y SAX pero no a
BABO (Kamiya et al., 2008).
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Ademas de las proteinas homologas a Smad se han caracterizado dos proteinas claves
para la respuesta a DPP en el desarrollo embrionario de Drosophila, BRINKER (BRK) y
SCHNURRI (SHN). Las mutaciones en brinker producen efectos muy sutiles, con fenotipos
similares a los producidos por la sobreactivacion de DPP en ciertas células del embrién, y
esto es producto de que DPP regula negativamente su expresion (Campbell and
Tomlinson, 1999; Jazwinska et al., 1999). Los experimentos de sobreexpresion de brk
demostraron que BRK es capaz de contraponerse a los efectos de la activacién de la via
en un modo auténomo de célula silenciando la expresién de los genes blanco. Estas
evidencias llevaron a caracterizar a BRK como un represor transcripcional que, unido a los
promotores de los genes blancos de la via, los mantiene inactivos en ausencia de los
ligandos (Sivasankaran et al., 2000).

Por su parte, el primer reporte sobre los efectos de mutaciones en shn se encuentra en el
trabajo pionero de C. Niisslein-Volhard, E. Wieschaus y H. Kluding de 1984 utilizando
fenotipos de cuticula de embriones de Drosophila, en los que mutaciones para shn
muestran los mismo fenotipos de falla en el cierre dorsal que mutaciones en los
receptores tkv y punt (Niisslein-Volhard et al., 1984). Luego se demostré que los
embriones mutantes para shn presentan otros fenotipos similares a los de mutaciones en
dpp, tkv y punt, ya que son incapaces de generar una respuesta a DPP, incluso ante la
adicion de variantes constitutivamente activas del receptor TKV (Arora et al., 1995;
Grieder et al., 1995; Staehling-Hampton et al., 1995). Estas evidencias experimentales, y
el hecho de que SHN es una proteina nuclear con ocho dominios de dedos de zinc,
llevaron a proponer a SHN como un cofactor nuclear que contribuyen en la respuesta a la
sefial de DPP. Trabajos posteriores determinaron que SHN es capaz de formar un
complejo proteico junto con MAD y MEDEA en respuesta a la fosforilacién y translocacion
al nucleo de MAD. Este complejo regula negativamente la expresion de BRK, mediando
asi buena parte de la respuesta transcripcional a DPP (Dai et al., 2000; Marty et al.,
2000; Udagawa et al., 2000). También se ha propuesto que SHN tiene funciones
adicionales a las de reprimir a brk ya que los embriones doble mutantes para shn y brk
no tiene los mismos fenotipos embrionarios que el mutante brk (Affolter et al., 2001;
Torres-Vazquez et al., 2001). Asimismo, ha sido descripta la funcién del trimero MAD-
MED-SHN como regulador negativo de la transcripcion de genes blanco de la via como
son bag of marbles (bam) y gooseberry (gsb) (Pyrowolakis et al., 2004). También existen
evidencias de que SHN puede actuar como activador de la transcripcion en conjunto con
MAD, reconociendo de modo especifico una secuencia consenso en el ADN (Dai et al.,

2000), aunque esta posibilidad no ha sido explorada en profundidad.
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Las co-Smad y estos coreguladores transcripcionales de la respuesta a DPP son los Unicos
componentes citoplasmatico o nucleares descriptos para esta via en Drosophila. La
multifuncionalidad y versatilidad de esa via de sefializacién ha demostrado, en otros
sistemas modelo, la necesidad de diversos factores tejido especifico que permiten mediar
la respuesta a TGFB segun el contexto fisiolégico de la célula blanco. Esto marca un
desafio aun pendiente en el estudio de la respuesta celular a esta importante via de
sefializacion en Drosophila (Affolter and Basler, 2007; Wu and Hill, 2009).

En resumen, el funcionamiento canénico de la via en el desarrollo de Drosophila implica la
llegada de los ligandos tipo BMP a la superficie celular donde es reconocido por receptores
de tipo Il y luego de tipo I, lo que resulta en la fosforilacion de MAD. pMAD recluta a MED

y luego a SHN y otros coreguladores controlando asi la expresiéon génica (Figura 6).

. DPP/GBB

TKV/SAX

Figura 6. Via candnica de sefializacion. Se muestra un esquema de los componentes principales
y su funcién caracterizada principalmente en el desarrollo embrionario y larval de Drosophila. El
signo de interrogacion responde a la posibilidad de que SHN cumpla otros roles mas alla de la
regulacién transcripcional de brinker (Affolter and Basler, 2007; Affolter et al., 2001).
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Los receptores de la via de BMP pueden funcionar sinérgicamente

La activacién de los receptores depende de la recepcidn del ligando y la formacién de un
complejo compuesto por dos ligandos y cuatro receptores, dos de cada tipo. La utilizacién
de receptores tipo | constitutivamente activados ha demostrado que, en la mayoria de los
sistemas tisulares que emplean esta via de sefializacién, la activacién de la via se logra
con un representante de cada tipo de receptor. Si bien esta situacion es la regla general
existen excepciones que marcan que, dependiendo del contexto celular, los ligandos que
llegan a la superficie celular, y sobre todo los niveles de expresion de los receptores tipo
I, es necesaria la activacién conjunta de complejos ligando-receptor formados por
diferentes receptores tipo |. Especificamente, durante el desarrollo del ala el receptor tipo
Il involucrado es punt y el ligando principal es dpp aunque gbb también es relevante para
el proceso; por su parte, ambos receptores tipo I, tkv y sax, son necesarios. En ciertos
dominios en los que tkv se expresa en baja concentracién, la activacién conjunta de
complejos DPP-PUNT-TKV no es suficiente para lograr un correcto desarrollo y es
necesaria la activacion de complejos GBB-PUNT-SAX (Haerry et al., 1998; Khalsa et al.,
1998).

En el caso de la regulacion por parte de gbb de la identidad peptidérgica de las neuronas
CCAP (Veverytsa and Allan, 2011; y ver seccién “La via de BMP es determinante en la
expresién neuronal de neuropéptidos” en esta introduccion), s6lo se logra un rescate del
fenotipo producido por la ausencia de wit al expresar variantes constitutivamente activas
de ambos receptores tipo I, sax y tkv, ya que la expresién de cada uno de ellos por

separado no es suficiente para obtener fenotipos silvestres.

Requlacién transcripcional de la via de BMP

Ante la llegada de los ligandos a la célula, la activacion de receptores lleva a la
fosforilacién de las proteinas Smad (MAD en Drosophila) y su traslocaciéon al ntcleo donde
regulan la transcripcién. La lista de los factores regulatorios de la transcripcion que se
unen a las proteinas Smad y regulan la transcripcion es extensa (para una revision
detallada de los coreguladores en diversas especies ver Moustakas, A., y Heldin, C.H.,
2009). En términos generales, las proteinas Smad se unen con poca afinidad a los
elementos SBE (Smad-binding elements) en el ADN y el reclutamiento de complejos
Smad a la cromatina depende de la interaccién directa con otros factores que le dan la
afinidad necesaria. Luego de unirse al ADN, Smad y sus coreguladores reclutan
activadores de la transcripcién y enzimas acetiltransferasas de histonas para lograr la

iniciacion de la transcripcion (Schmierer and Hill, 2007).
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En cuanto a los elementos regulatorios de la transcripcion que median la respuesta a la
via de TGFB en Drosophila, se han identificado dos que son capaces de mediar la
activacion o la represion de la transcripcién (Figura 7). Estos elementos, denominados AE
y SE (por Activating Element y Silencing Element) se caracterizan por ser secuencias
cortas, poco conservadas entre los distintos genes blanco de la via, y muy similares entre
si (Gao et al., 2005; Pyrowolakis et al., 2004; Weiss et al., 2010).

expresion de genes
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Figura 7. Modelo del funcionamiento de los elemento s regulatorios que responden a DPP.
Dos elementos levemente diferentes controlan la activacion y la represién de la transcripcion
mediada por MAD y MED. Los genes controlados por los elementos SE (arriba) son reprimidos por el
complejo MAD-MED- SHN en respuesta a elevados niveles de DPP; ante bajos niveles de DPP la
represion es liberada porque no se forma dicho complejo. El caso mas estudiado de este tipo de
regulacion es el elemento SE que se encuentra en el promotor de brinker. Los genes regulados por
elementos AE son activados en regiones de altos niveles de DPP, es decir, por altos niveles de MAD
fosforilada capaz de competir por los sitios AE. Con bajos niveles de DPP, BRK compite por los sitios
AE mediando la represion transcripcional. El ejemplo mas estudiado de este tipo de regulacion es el
promotor del gen dad.
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La similitud de secuencia de ambos sitios permite reclutar al trimero compuesto por dos
proteinas MAD y una MED, que luego es capaz de unirse a factores especificos que
median la activacion o represion. Ademas, el AE también es capaz de unir a BRK
(represor transcripcional) que compite con la forma fosforilada de MAD por dicho sitio;
esto permite que en condiciones de bajo nivel de activaciéon BRK se una al ADN inhibiendo
la transcripciéon, y que en regiones tisulares con elevados niveles de DPP, fosfo-MAD lo

desplace mediando la activacion transcripcional (Weiss et al., 2010).

BMP vy la interaccidon con otras vias de sefializacién

Esta firmemente establecido que las proteinas Smad son mediadores centrales de las
seflales que los receptores que responden a TGFp transducen al nicleo celular. Sin
embargo, cada vez mas pruebas bioquimicas y de la biologia del desarrollo apoyan la idea
de la existencia de vias alternativas que también participan en la sefializacion de TGFB.
Hay tres mecanismos béasicos por los que la via de TGFB interactua con otras vias de
sefializacion para regular las respuestas fisiologicas: (1) vias de sefalizacion diferentes
capaces de modificar directamente (fosforilar, por ejemplo) a proteinas Smad y asi
modular la actividad de los efectores central; (2) proteinas Smad que directamente
interactian y modulan la actividad de otras proteinas de sefalizacion (quinasas, por
ejemplo) y por consiguiente modulan la transmision de sefiales de otras vias, y (3)
receptores de la via de TGFB que interactian o fosforilan directamente otras proteinas,
iniciando asi vias de sefializacion paralelas (Moustakas and Heldin, 2005) (Figura 8). Este
Gltimo mecanismo es el mas estudiado y del cual existen ejemplos en mamiferos e
insectos. Los receptores ALK5 (receptores tipo | en mamiferos) son capaces de activar la
vias de sefialacién de MAPK, tanto las mediadas por ERK (Lee et al., 2007) como las de
JNK y p38 (Sorrentino et al.,, 2008; Yamashita et al., 2008). En Drosophila, se ha
demostrado que el receptor tipo Il wit interactia directamente con la serina-treonina
quinasa LIMK1, regulando la estabilidad sinaptica en la sinapsis neuromuscular (Eaton
and Davis, 2005). Esta quinasa esta involucrada en la regulacién del citoesqueleto de
actina a través de la regulacion de cofilina, tanto en neuronas como en otros tejidos
(Arber et al., 1998; Ng and Luo, 2004). Ademas, ratones knockout para LIMK1 presentan
defectos morfolégicos en las espinas dendritas y en la plasticidad sinaptica dependiente
de actividad (Endo et al., 2003).
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Figura 8. Mecanismos alternativos para la interacci 6n de la via de TGF B con otras vias de
sefalizacién. Se esquematizan tres mecanismos alternativos: (1) distintas vias de sefalizacion
son capaces de modificar proteinas Smads interactuando o no con los receptores de TGFj; (2)
proteinas Smads interactian y modulan otras vias de sefalizacién, y (3) receptores de la via de
TGFB que interactian o fosforilan directamente otras proteinas, iniciando asi vias de sefalizacién
paralelas (independientes de Smad). Tomado de Moustakas y Heldin (2005).

Asi como la sefializacion por los ligandos de la familia de TGFB es capaz de regular otras
vias de sefalizacién, también es cierto que existe modulacién de la via de TGFp por parte
de otras vias. En particular, la actividad de las proteinas Smad y co-Smad esta regulada
de modo directo por la via de sefializacién de receptores tirosina quinasa. La estructura
molecular de las proteinas Smad est4 conservada a lo largo de la evolucion y se
caracteriza por tener dos dominios globulares denominados MH1 y MH2, unidos por un
dominio bisagra rico en prolinas. Este dominio bisagra presenta ademas varios residuos
de serina y treonina susceptibles de ser fosforilados. Proteinas de la via de MAPK
activadas por receptores tirosina quinasa fosforilan el dominio bisagra de Smadl,
promoviendo su degradacién en el proteasoma y reduciendo asi la activaciéon de la via de
BMP (Sapkota et al., 2007). Otra quinasa del dominio bisagra en Smadl es GSK3 (cuyo
homélogo en Drosophila es shaggy), y su actividad reduce la sefializacién de la via de
BMP al inhibir el funcionamiento de Smadl. Dado que GSK3 se encuentra negativamente

regulada por la via de Wnt esta via actia de forma sinérgica con BMP aumentando la
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duracion de la sefales, lo cual representa un claro ejemplo de interaccion entre diferentes
vias de sefalizacion (Fuentealba et al., 2007; Wu and Hill, 2009).

En resumen, ninguna de las vias de sefializacion actia de modo asilado en el contexto
celular y tisular, siendo la regulacién cruzada entre los diferentes mecanismos lo que
proporciona una regulacion fina al flujo de informacién que conduce los procesos

celulares.

BMP como un mensajero retrogrado en el sistema nerv  ioso

La caracterizacion del funcionamiento de la via de BMP se ha realizado principalmente
durante el desarrollo embrionario y larval. Sin embargo, en los Ultimos afios ha sido
creciente el niumero de reportes que apuntan a una funciéon de la via de BMP en el
establecimiento y funcionamiento del sistema nervioso tanto en la fisiologia normal
(Keshishian and Kim, 2004; Marques, 2005; Sanyal et al., 2004) como en procesos
patolégicos (Bayat et al., 2011). Mas alla del rol que esta via tiene en el establecimiento
del plan anatémico general de los organismos, en el sistema nervioso la via de BMP
funciona como una sefal retrégrada vinculada a la funcién sinaptica y a la expresion

génica (Figura 9).
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Figura 9. Modelo del funcionamiento de la via de BMP como sefial retrégrada en la

sinapsis neuromuscular. (1) El receptor tipo | TKV y el receptor tipo Il WIT se localizan en la
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region presinaptica, donde WIT interactda con la quinasa dLIMK1. (2) Los receptores se unen al
ligando GBB secretado por el musculo, forman un complejo proteico y se activan. (3) El complejo
activado puede causar la activacion de dLIMK1 modificando la dinamica de F-actina. (4) El complejo
formado por los receptores y el ligando se internaliza y es dirigido al sistema endosomal temprano.
(5) Una vez internalizado el complejo TKV fosforila a MAD en la terminal presinaptica. (6a) De
modo alternativo, el endosoma temprano puede unirse a DINEINA y ser transportado al soma de la
neurona motora para ejercer, en ese compartimiento, su funcion sobre MAD. (6b) Como parte del
sistema de regulaciéon negativa de la via, el endosoma formado por la internalizacién del complejo
de receptores y ligandos puede ser degrado por el sistema lisosomal. Modificado de Marques, J
Neurobiol (2005)

Este tipo de sefializacion en el sistema nervioso no es exclusiva de esta via, y ha sido
descripta para factores de crecimiento como las neurotrofinas (Barker et al., 2002), y
para moléculas pequefias capaces de difundir a través de la membrana plasmatica, como

el acido araquidoénico, el 6xido nitrico y el monéxido de carbono (Baranano et al., 2001).

La via de BMP requla el desarrollo sinaptico

El rol pleiotrépico que la via de BMP tiene a lo largo del desarrollo ha restringido en buena
medida el analisis de su funcién en el sistema nervioso en estadios avanzados del
desarrollo o en individuos adultos. Sin embargo, desde fines de los afios 90 existen
evidencia in vitro de su rol en el establecimiento y funcionamiento de circuitos
neuronales. Utilizando Aplysia como sistema modelo se ha demostrado que TGFB es
necesario y suficiente para inducir facilitacién sinaptica en el ganglio sensorial (Chin et
al., 1999; Zhang et al., 1997). Por otra parte, en vertebrados, la administracién de
ligandos de la via sobre preparaciones agudas de neuronas hipocampales (Withers et al.,
2000) o del sistema simpatico (Lein et al., 1995) produce la promocién del crecimiento
dendritico. Ademas, la induccién y mantenimiento de fenotipo colinérgico en neuronas del
sistema nervioso central esta fuertemente controlado por uno de los ligandos de la via de
BMP (Lopez-Coviella et al., 2000).

Sin embargo, las primeras evidencias in vivo del rol de la via de BMP como un mensajero
retrégrado en la diferenciacién sinaptica fueron obtenidas trabajando en la sinapsis
neuromuscular de la larva IIl de Drosophila, una preparacion ampliamente estudiada y
con innumerables ventajas experimentales. Estos trabajos seminales demostraron que
animales con mutaciones en el receptor tipo Il wit mostraban sinapsis muy reducidas
pero no presentaban cambios morfolégicos notorios en el muasculo ni la motoneurona

(Aberle et al., 2002; Marques et al., 2002).
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Posteriormente, otros trabajos profundizaron el estudio de la via cldsica en este proceso
determinando que el receptor tipo | tkv estd enriquecido en las terminales de los axones
motores y que mutaciones en los receptores tipo | tkv y sax, asi como mutaciones en el
ligando gbb, mostraban también diversas alteraciones. Ademas de una reduccién de
tamafo en la sinapsis neuromuscular (lo cual fue evaluado por microscopia 6ptica), los
fenotipos mas salientes a nivel de ultraestructura son la reducciéon de las estructuras de
tipo “T Bars”, la reduccion del area de los botones sinapticos, y la presencia de
desprendimientos de la membrana presinaptica. Por otra parte, estos mutantes también
muestran una disminucidon en la transmisién sinaptica caracterizada por una reducida
liberacion de neurotransmisores (McCabe et al., 2004; McCabe et al., 2003; Rawson et
al., 2003). Como es de esperar la disfuncion de ligandos y receptores conlleva, en la
sinapsis neuromuscular, a una falta de fosforilacion de MAD, la cual ha sido estudiada con
diversos anticuerpos fosfo-especificos. Asimismo, la ausencia de mad o medea también
generan los defectos en la estructura sindptica, los cuales pueden ser rescatados por la
reconstitucion de su expresion en el musculo (Dudu et al., 2006; McCabe et al., 2004). La
funcién de la via de BMP en la placa neuromuscular no se reduce al crecimiento, sino que
también es necesaria para garantizar la capacidad neuronal de montar una respuesta
homeostéatica y asi mantener la funcionalidad de la transmisién sinaptica en la placa
neuromuscular (Goold and Davis, 2007).

Si bien la sinapsis neuromuscular de la larva IlIl de Drosophila ha sido la preparacion
elegida para caracterizar in vivo la funcién de esta via de sefalizacion como un mensajero
retrégrado, hay reportes que extienden esta observacién a otros sistemas. En particular
un trabajo utilizando la larva | de Drosophila demuestra el requerimiento de esta via, y en
particular del ligando gbb y el receptor tkv, para el funcionamiento de una sinapsis
central que forma parte de los circuitos pre-motores (Baines, 2004), sin encontrar
evidencia de sefal positiva para fosfo-MAD en la preparacion estudiada. Este trabajo
propone que gbb, por medio de tkv, puede mediar la potenciacion de la transmision
sinaptica en el sistema nervioso central.

Cabe destacar que los trabajos que han evaluado la funcién de la via de BMP como
mensajero retrégrado en el sistema nervioso no han evaluado el requerimiento o la
funciéon de schnurri ni brinker en estos procesos; y hasta el momento se cuenta con poca
informacion respecto de como es que esta via de sefializacién regula la expresion génica

para lograr los efectos fisiol6gicos que gobierna.
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La via de BMP es determinante en la expresién neuronal de neuropéptidos

Otra de las funciones de la via de BMP descriptas en la bibliografia, aunque mucho menos
explorada, es la capacidad de determinar la identidad neuronal modulando la expresién
génica. Un grupo particular de células neurosecretorias denominadas neuronas “Tv”, que
se caracterizan por expresar el neuropéptido FMRFamida, es particularmente sensible a la
via de BMP ya que en los mutantes para el receptor wit la expresion del neuropéptido
esta completamente abolida (Marques et al., 2003). Estas neuronas integran la sefial
retrégrada de BMP que, junto con dos factores de transcripcion, funciona como paso
limitante en la determinaciéon de la identidad peptidérgica de estas neuronas (Allan et al.,
2003). Los péptidos de la familia de FMRFamida son neuromoduladores que ejercen su
funcion a través de receptores acoplados a proteina G y son capaces de modular la
eficiencia de transmision en la sinapsis neuromuscular. Es decir, la via de BMP estaria
regulando la sinapsis neuromuscular no so6lo a nivel de su crecimiento y su capacidad
homeostéatica, sino también contribuiria con su modulacion sistémica a través del sistema
neurohemal. En un trabajo posterior se describié que esta misma via es necesaria para
mantener la expresion de este neuropéptido en el cerebro adulto mas alla de su rol
permisivo en el desarrollo temprano (Eade and Allan, 2009).

Las neuronas Tv no son las Unicas células peptidérgicas cuya identidad esta controlada
por la via de BMP. En un trabajo reciente Veverytsa y Allan demostraron que la via de
BMP es crucial para determinar la identidad peptidérgica de las neuronas CCAP (Veverytsa
and Allan, 2011), un subset de las células neurosecretorias que controlan el programa
comportamental de ecdisis (Ewer, 2005). Las neuronas CCAP coexpresan CCAP
(Crustacean cardioacceleratory peptide) y MIP (Myoinhibiting peptide), y ademéas dos
subunidades de la hormona peptidica bursicon, Bursicon (Bursa) y Partner of Burs
(Bursp). La expresion de estos péptidos en las neuronas CCAP esta controlada por la via
de BMP y se encuentra fuertemente disminuida en el mutante de wit, cuya mutacion,
ademas de muchos otros déficits, impide la ecdisis de las moscas adultas. Conjuntamente
con el rol de wit, el trabajo demuestra que el aporte de GBB desde el muisculo y la
fosforilacion de MAD en la neurona es parte de la via de sefializacion que media la
expresion de los neuropéptidos (Veverytsa and Allan, 2011). Este trabajo, analizando in
vivo el comportamiento de ecdisis es el primer reporte hasta el momento de un rol de la

via de BMP en individuos adultos.
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Drosophila, sujeto de estudio

Cria y mantenimiento de moscas

Las lineas de Drosophila utilizadas en los experimentos de esta tesis se mantuvieron en
viales de vidrio o plastico de 2 cm de didmetro y 10 cm de alto con 10 ml de un medio de
cultivo estandar preparado a base de polenta, agar, levadura, sacarosa, Nipagin y &cido
propiénico. Al momento de amplificar las lineas se utilizaron botellas de 250 ml con 50 m|
del mismo medio de cultivo, dada su mayor capacidad.

Los cruzamientos destinados a realizar experimentos de actividad locomotora se
realizaron sélo en viales y se utilizaron 3 hembras y 2 machos. Para seleccionar los
individuos, éstos se anestesiaron utilizando CO, y fueron observados bajo lupa sobre una
plataforma porosa con un flujo continuo de CO,. En todos los casos se procuré minimizar
el tiempo de exposicion al CO,, debido a que se ha reportado que este gas causa defectos
en la fisiologia y comportamiento de las moscas (Seiger and Kink, 1993). Los periodos de
ovipuesta fueron de tres dias y los cruzamientos fueron mantenidos en ciclos de 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad y a 25°C. Se agreg6é una punta de espatula de levadura
hidratada a los viales para optimizar la ovipuesta. Ademas se controlé que los mismos se
mantuvieran hidratados a lo largo del tiempo, y que no se encontrasen sobrepoblados,
utilizdndose como criterio de seleccién la ausencia de larvas de estadios 1 o 2 fuera del
alimento. Se trat6 de evitar el hacinamiento de las moscas ya que se ha demostrado que

las moscas hambreadas muestran mayor actividad (Martin, 2003).

Lineas de Drosophila utilizadas

Genotipo Procedencia Observaciones
witis Bloomington Stock Center
shn*’38 Markus Affolter (Basel University) | Mutante nulo en shn
pdf®t Paul Taghert (Washington Univ) Fondo genético y' w’
pdfGAL4 Bloomington Stock Center Altos niveles de expresidn
tim GAL4 Bloomington Stock Center Altos niveles de expresion
perGAL4 Bloomington Stock Center Bajos niveles de expresion
pdfGALSO MighaeI_RosbaSh (Brandeis
University)
tubGAL80" Bloomington Stock Center crill
heatshockGAL4 Bloomington Stock Center crll
UAS dicer2 Vienna Drosophila RNAi Center Dos lineas, crll y crlll
UAS gfpn BenTZion Shilo (Weizmann crlll, obtenida por medio
Institute) del Dr. Wappner
UAS cd8gfp Liqun Luo (Stanford University)
UAS myrrfp Henry Chang (Purdue University)
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UAS cd8rfp Bloomington Stock Center
Eric Buchner (University
UAS brpgfp Wuerzburg, Alemania)
UAS shn Markus Affolter (Basel University) Dos lineas, crll y crlll
UAS tky@ Kn_sty Wharthon (Brown
University)
UAS sax® Kr|_sty Wharthon (Brown
University)
UAS limk1 Bloomington Stock Center L]nea 9116, la version
silvestre de la quinasa
UAS per Amita Sehg_al (University of
Pennsylvania)
UAS tim Amita Sehg.al (University of
Pennsylvania)
Bloomington Stock Center
UAS sgg (Martinek et al. 2001) crx
UAS vri Justin Blau (NYU)
UAS clk Ray| Allgda (Northwestern
University)
clkG Michael Rosbash (Brandeis Univ) Transgen con todo el locus
de clock
perG Paul Hardin (Texas A&M) Transg_en con todo el locus
de period
. Ralph Stanewsky (Queen Mary
timLuc University of London)
erLuc Ralph Stanewsky (Queen Mary Es la linea denominada
P University of London) BGluc
UAS ARNi wit Vienna Drosophila RNAIi Center crlll
UAS ARNi sax Vienna Drosophila RNAi Center crill
UAS ARNi tkv Vienna Drosophila RNAi Center crlll
UAS ARNi mad Bloomington Stock Center y VDRC
UAS ARNi shn Bloomington Stock Center
UAS ARNiI sgg Vienna Drosophila RNAi Center

UAS ARNi med

Bloomington Stock Center y VDRC

UAS ARNi limk1

Bloomington Stock Center

pdfGAL4, UAS dicer2

Generada en el laboratorio

Linea recombinante

timGAL4, pdfGAL80"

Generada en el laboratorio

Linea recombinante

timGAL4, UAS dicer2

Generada en el laboratorio

Linea recombinante

pdfGAL4, 756

Generada en el laboratorio

Linea recombinante

dBw

Generada en el laboratorio

Linea doble balanceadora,
en fondo genético w'!®

El sistema GAL4/UAS

Esta es probablemente la herramienta méas ampliamente utilizada por los laboratorios que

utilizan Drosophila como sistema modelo.

Este sistema heterélogo (proveniente de
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levaduras) permite la expresién de un gen de interés en un determinado tejido. Se basa
en la afinidad del factor de transcripcion GAL4 por la secuencia UAS (Upstream Activating

Sequence) (Brand and Perrimon, 1993) (Figura 10).

promotor

GAL4

Figura 10. Sistema GAL4-UAS. Se muestra un esquema del funcionamiento del sistema de
expresion heterdloga por excelencia de Drosophila. Dos lineas transgénicas, una portando una
construccion que alberga un promotor particular controlando la expresion del factor de transcripcién
GAL4, y otra cuya construccion porta la secuencia UAS controlando un gen de interés, se cruzan
para obtener en la progenie moscas que expresen el gen de interés en el patréon espacial y temporal
del promotor utilizado.

En términos generales, este sistema se basa en la utilizacién de dos tipos de cepas de
moscas transgénicas. Una cepa de moscas que expresa el factor de transcripciéon GAL4
bajo un promotor especifico de tejido (P) es cruzada con otra que posee un gen X
controlado por la secuencia UAS (por ejemplo, UAS-GFP). El resultado es que so6lo en
aquellos individuos de la progenie que posean ambos elementos se expresara el gen X
bajo el promotor P. La nomenclatura abreviada utilizada en esta tesis fue pG4>x. A lo
largo de esta tesis se utilizaron multiples lineas GAL4 y UAS para expresar transgenes y
ARNSs de interferencia.

A este sistema también se ha incorporado la utilizacién del inhibidor de GAL4, GAL80 (Ma
and Ptashne, 1987), también proveniente de levaduras (Figura 10). Esto permite
restringir la funcién de GAL4 en el patrén de expresion que determine el promotor

utilizado para expresar a GAL80.

Cromosomas balanceadores

Una de las herramientas mas utiles del repertorio disponible para estudios genéticos en
Drosophila son los cromosomas balanceadores, ya que impiden la recombinacién entre

cromatidas hermanas. Estos cromosomas estan formados por multiples inversiones y
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translocaciones, lo cual evita el entrecruzamiento entre cromosomas homologos. Cuando
ademas poseen mutaciones que les atribuyen marcadores fenotipicos dominantes son
sumamente Utiles para el andlisis de segregacidon en la progenie y la construccion de
genotipos definidos. Los cromosomas balanceadores pueden, ademas, llevar marcadores
moleculares (como los genes LacZ o GFP) que permiten su identificacion por tincién
directa u observacion al microscopio de fluorescencia.

Estos cromosomas poseen mutaciones letales recesivas, lo que impide que en la progenie
se obtengan individuos homocigotas para el balanceador. La ventaja de esto es que
permite la construccién y el mantenimiento de lineas que portan mutaciones que son
letales en homocigosis, asegurando que las mismas se mantengan de generacion en
generacion.

En el transcurso de esta tesis se utilizaron los cromosomas balanceadores CyO (crll), TM6
(crlll) y TM3 (crlll). En particular, se utilizé la linea dBw (doble balanceador en fondo

genético w8

, que posee los balanceadores CyO y TM3 como complemento
cromosomico de una fusion entre el segundo y tercer cromosoma denominada ES. Esta
fusién no es un balanceador ya que no impide la recombinacion en algunas regiones de

los cromosomas Il y IIl.

Lineas recombinantes

Debido a que Drosophila cuenta s6lo con 4 cromosomas, de los cuales uno esta ligado al
sexo y otro es muy pequefio, la utilidad de generar lineas recombinantes consiste en que
se puede tener en un mismo cromosoma dos (0 mas) construcciones de interés. Esto
permite, por ejemplo, analizarlas en combinacibn con otras construcciones o0 con
mutaciones presentes en otros cromosomas. En Drosophila la recombinacién meiética
ocurre Unicamente en las gametas femeninas por lo que para generar lineas
recombinantes se parte de hembras transheterocigotas para los dos elementos a
recombinar, para luego cruzarlas con machos que aporten un cromosoma balanceador
para el cromosoma de interés. De la progenie se recuperan machos individuales
balanceados en los que se analiza la presencia de ambas construcciones a recombinar.
Para los experimentos de esta tesis se utilizaron las lineas recombinantes detalladas mas
arriba. La generacion de estas lineas permitié6 analizar a nivel comportamental y
morfoldégico animales genéticamente modificados con un alto nimero de elementos

transponibles utilizando un esquema de cruzamientos sencillo.
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Analisis del comportamiento circadiano

Andlisis automatizado de la actividad locomotora

El monitoreo automatizado de la actividad locomotora se llevé a cabo colocando a las
moscas individualmente en tubos pyrex de 0,3 cm de diametro interno y éstos a su vez
en una de las 32 posiciones que poseen los equipos de monitoreo. Cada posicién se
encuentra flanqueada por un emisor y detector de luz infrarroja (Figura 11). La luz
infrarroja no afecta el patréon de comportamiento estudiado, ya que tanto el sistema
visual como el sistema circadiano de Drosophila son insensibles a la luz de longitud de
onda entre 850 y 950 nm. Los monitores fueron conectados a una computadora que
adquiere los datos de cada canal (32 por monitor) en intervalos predeterminados
(usualmente 30 minutos) y colocados en incubadoras capaces de controlas las

condiciones de luz y temperatura.

Figura 11. Monitor de registro automa tizado de la actividad locomotora. (A) Se muestra un
monitor cargado en sus 32 posiciones con tubos conteniendo comida en un extremo, una mosca y
un tapén en el otro extremo. (B) En cada posicion del monitor la actividad es registrada con un
emisor y un detector de luz infrarroja; el desplazamiento de las moscas dentro del tubo interrumpe
el haz de luz; cada interrupcién es contabilizada como un evento. (C) Una mosca colocada en el
tubo y lista para ser montada en el monitor de registro.

Cada desplazamiento de la mosca hacia o desde la comida interrumpe el haz de luz y se
considera un “movimiento”. Periddicamente estos datos fueron adquiridos por una
computadora conectada al sistema de adquisicion de datos. Los datos se visualizaron
utilizando una aplicacion comercial, ClockLab, a través del programa Matlab. ClockLab

permite seguir individualmente el patron de actividad de cada individuo al generar
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actogramas y calcular el periodo asociado a través de periodogramas. Asimismo, este
programa cuenta con un paquete estadistico que permite validar cada observacion con un

célculo de probabilidad asociada (Figura 12).

Actograma Periodograma
300
- 250
£ 200
g— 150
<C 100
50

0
14 18 22 26 30 34
Periodo (horas)

Figura 12. Actograma y periodograma de una mosca si Ivestre. A través de Clocklab es
posible evaluar el comportamiento locomotor circadiano, determinando ritmicidad y periodicidad. En
el actograma, la flecha indica el momento de pasaje a oscuridad constante; las barras blancas y
grises indican los dias y dias subjetivos, respectivamente, y las barras negras indican oscuridad. En
el periodograma la barra diagonal indica la linea de corte para una significancia de 0,05 en la
determinacién del periodo.

Para este tipo de experimentos las moscas se sincronizaron a un ciclo de 12 hs luz: 12 hs
oscuridad por espacio de 4 dias y usualmente a 25°C (en caso contrario se indica en la
descripcién de la figura correspondiente), en lo que se determina como fase de
entrenamiento o sincronizaciéon. Al 5% dia los animales se transfieren a oscuridad
constante entrando en lo que se determina como fase de libre curso.

Del analisis del comportamiento desplegado por cada individuo es posible definir distintos
comportamientos (Figura 13):

Ritmico: cuando los datos se ajustan a una funcion con un periodo de una sola frecuencia
(entre 14 y 34h).

Arritmico: cuando los datos no se ajustan a ninguna funcién periddica.

Débilmente Ritmico: cuando existe uno o0 mas componentes ritmicos pero la probabilidad
asociada a esta determinaciéon es cercana a p=0,05.

Ritmos Complejos: cuando existe mas de un componente ritmico con una probabilidad
asociada superior a p=0,05.

Diferentes patrones de comportamiento de una mosca se ejemplifican en la Figura 13, en
donde se muestra un actograma representativo de individuos silvestres de la cepa w'''8,
un actograma representativo de individuos arritmicos (nulo para un componente del

reloj), un actograma débilmente ritmico y un actograma que muestra ritmos complejos.
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Figura 13. Categorizacion de patrones comportamentales. Se muestran actogramas y
periodogramas representativos de las cuatro categorias comportamentales definidas a lo largo de la
tesis. (A) Una mosca silvestre w!!'8; (B) un ejemplo de animal arritmico (nulo para un componente
del reloj); (C) un animal débilmente ritmico en el que se observa la desconsolidacién de la actividad
locomotora con elevados niveles de actividad durante la noche subjetiva; (D) un animal que
presenta ritmos complejos caracterizados por tres componentes de periodo, corto, largo y silvestre.
Los registros mostrados corresponden a experimentos inusualmente largos con el objetivo de poder

visualizar con facilidad las componentes de periodo presentes en D.

Calculo del periodo de la actividad locomotora

Una vez adquiridos los datos de la actividad locomotora, los periodogramas se evallan
utilizando ClockLab. Para cada individuo se determina si presentdé un comportamiento
ritmico teniendo en cuenta 8 dias de oscuridad constante (el primer dia de curso libre no
se utiliza para el analisis debido a que pueden existir aun procesos fisiolégicos
gobernados por la ultima transicién de luz a oscuridad). Obtenidos los periodos, se utiliza
el programa GraphPad Prism, Excel y/o InfoStat para el calculo de los periodos

promedios, realizacion de graficos y los respectivos analisis estadisticos.

Andlisis de la relaciéon de cantidad actividad entre el dia y la noche subjetiva

Con el objetivo de analizar en mayor profundidad los fenotipos de falta de consolidacion
de la actividad locomotora en el laboratorio se ha establecido un indice capaz de describir
este tipo de comportamiento. Este indice es la relacién entre la actividad locomotora total
del dia y la noche subjetiva (es decir, en la fase de oscuridad constante). Para construir el
indice se suma la actividad total de cada porcion del dia a lo largo de todos los dias de
oscuridad constante para cada animal. Se obtiene la relacidon entre dia y noche subjetiva
para cada individuo y se promedia el valor de todos los individuos de un dado genotipo.

Este tipo de analisis s6lo es correcto en genotipos que presentan un periodo enddgeno

cercano a 24hs debido a que si no fuera éste el caso se estarian asignando
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incorrectamente porciones de los dias y noche subjetivas, sobre todo luego de varios dias

de curso libre.

Andlisis automatizado de la ecdisis de imagos (eclosién)

Dado el gran nimero de animales que se necesitan para evaluar este comportamiento
(alrededor de 800) los cruzamientos destinados a obtener los genotipos evaluados en
este paradigma se realizan en botellas de 250 ml conteniendo medio normal y agregando
una punta de espétula de levadura hidratada para estimular la ovipuesta. Las botellas se
sincronizan en ciclos de 12 hs luz: 12 hs oscuridad a 20°C. Esta temperatura genera una
dispersion mayor en el tiempo de desarrollo y hace que las hembras ovipongan con
menor frecuencia respecto de lo que ocurre a 25°C, dando asi la posibilidad de analizar
durante mas dias el comportamiento de eclosién. Larvas de tercer estadio y pupas de
todos los estadios se colocan en las platinas de los monitores de eclosidon (Trikinetics,
Waltham, MA) sobre cinta adhesiva de doble faz durante el Ultimo dia de entrenamiento
(Figura 5).

percutor
platina

embudo

Figura 14. Monitor de registro automatizado de la e cdisis del imago (eclosién). (A) Se
muestra un monitor de registro preparado para medir. Con las moscas cargadas en la platina el
percutor se activa cada 5 minutos, de modo de empujar levemente en su caida a las moscas
emergidas en ese periodo a través del cuello del embudo donde se encuentra el sensor. La
interrupcion del haz de luz infrarroja permite contabilizar el nimero de individuos eclosionados en
cada momento del dia. (B) Se muestra el monitor desarmado y en la platina se observan las pupas
preparadas para ser colocadas en el monitor.

A partir de ese momento el registro del patrén de eclosidon de la poblacién es monitoreado
en condiciones constantes de luz (oscuridad) y temperatura (20°C), mediante un sistema

de haz infrarrojo similar al utilizado en los monitores de actividad locomotora. En el 4"
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dia de oscuridad constante las platinas (ya sin moscas por eclosionar) son reemplazadas
por nuevas platinas cargadas bajo luz roja con larvas y pupas que también se
encontraban en su 4to dia de oscuridad constante. Este reemplazo de discos permite
obtener registros prolongados (8 a 9 dias) de la actividad de la poblacién permitiendo asi
observar potenciales diferencias en el periodo endégeno de la eclosién.

Los datos obtenidos se analizan mediante ClockLab que asigna un periodograma a cada
uno de los registros en forma idéntica al analisis de los registros provenientes de

actividad locomotora individual.

Biologia molecular

Rescate del elemento transponible en la linea 756

El protocolo de rescate de ADN plasmidico se tomé de Drosophila Protocols (Sullivan et
al., 2000). Se juntan 15 moscas anestesiadas en un tubo de 1,5 ml y se las mantiene en
hielo. Luego se homogeneizan las moscas en 100 pl de Buffer A (100 mM Tris-Cl (pH
7,5), 100 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,5% SDS), a los que se le agregan otros 100 pul de
Buffer A, para continuar la ruptura del tejido. A continuacion las muestras se incuban a
65 °C por 30 minutos, y luego se agregan 200ul de Buffer B (200 ml de AcK 5 M, 500 ml
de LiCl 6M), mezclando por inversion, y se incuba en hielo por 10 minutos. Luego se
centrifuga a 12000 rpm a temperatura ambiente por 15 minutos. El sobrenadante se
transfiere a un tubo nuevo al que se agregan 600 pl de isopropanol y se mezcla por
inversion. Se centrifuga a 12000 rpm a temperatura ambiente por 15 minutos y se
descarta el sobrenadante. El pellet se lava con EtOH 70%, se deja secar al aire y se
resuspende en 150 pl de H,O. Para garantizar una mayor pureza de la extraccién se
realiza una extraccién organica con 25:24:1 volimenes de fenol:cloroformo:isoamilico,
seguido por un paso de precipitacién. El ADN precipitado se resuspende en 100 pl de H,O
de maxima calidad. El ADN se guarda a -20 °C.

Una fraccion de 10 pl del ADN obtenido se corta con la enzima de restriccién Sac | (New
England BiolLabs), la cual corta s6lo una vez sobre el transposdn; esto se hace en
presencia de ARNasa y en un volumen final de 25 pl. Las digestiones se incuban a 37 °C
por 16 hs. Luego se inactiva la enzima de restricciéon por calor. Se analizan 5 pl de la
digestion en un gel de agarosa para corroborar la efectividad de la misma. Unos 10 pl del
ADN gendmico digerido se liga con la T4 ADN Ligasa (Invitrogen) en un volumen final de
400 pl, a 4 °C y durante 16hs. Para precipitar el ADN se agregan 40 pl de 3 M NaAc (pH

5.2) y 1 ml de EtOH absoluto. Se mezcla por inversiéon e incuba a -20 °C por dos horas.
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Luego se centrifuga a 12000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Se retira el
sobrenadante, se lava el pellet con EtOH 70% y se deja secar al aire. Finalmente, se
resuspende en 10 pl de H,O estéril. Una parte (2ul) del material ligado se electropora en
bacterias electro-competentes (Jacobsson et al., 2003), que se plaquean en medio sélido
LB conteniendo kanamicina (el plasmido que se genera a partir del transposén contiene la
resistencia a este antibiotico). Los pladsmidos recuperados se secuencian utilizando el
primer Spepl, el cual se posiciona en el extremo 3" del transposén EP y permite conocer
la secuencia aledafia al sitio de insercién (Figura 20). Con el resultado de la secuenciacion
se realizé6 un megablast contra el genoma de Drosophila melanogaster utilizando las
herramientas disponibles en www.flybase.org (financiado por el National Institute of
Health de Estados Unidos), identificando asi el sitio y sentido de la inserciéon del elemento

transponible en el genoma de la linea analizada.

Oligonucleétidos utilizados

Ndamero | Oligonucleétido Secuencia
1 spepl GAC ACT CAG AAT ACT ATT C
2 shn A/D F2 TTC ACG CAA GAG TGC TTT GGA AAC G
3 shn B F1 CGG GCC GCA ATA TCT CTC AGA TTA GT
4 shn C F1 TTC GAT TTC TTG CTA TTC GCG CCG
5 shn D F1 AAC GGG ACA CCA ACT TTG AAG CAG
6 shn F1E8 GTG CAG CAA CCG GAT GTC AAT GAA
7 shn R3 GGC ACG TCG CGT ATT GTT CAC TTT
8 actina F GAG CGC GGT TAC AGC TTC AC
9 actina R ACT CTT GCT TCG AGA TCC ACA
10 n-syb F GGC TTC AGA ACT TAA AGA TGA
11 n-syb R CAC TAA TCG AGA AAC TTT CGT
12 rpl49 F GAA CAA GAA GGC CCATCG TA
13 rpl49 R AGT AAC AGG CTT RGG CTT GC
14 tub F GCC TGA ACA TAG CGG TGA AC
15 tub R ATC CCC AAC AAC GTG AAG AC
16 pdf F GCC ACT CTC TGT CGC TAT CC
17 pdf R CAG TGG TGG GTC GTC CTA AT

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en 1 mM MgCI2, 0.2 mM de dNTPs, 0,2 uM de
oligonucleétidos, buffer de PCR 1X (Invitrogen) y Taq polimerasa (Invitrogen) en un
volumen final de 50 pl o 20 pl. Las condiciones de cada reaccién fueron puestas a punto
en cada caso, partiendo de las recomendaciones de las empresas proveedoras de

oligonucleétidos (Integrated DNA Technologies) y enzimas.
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Extraccion de RNA

Para la preparacion de ARNm se utiliza el reactivo TRIzol (Invitrogen), siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante. Se parte de 30 0 40 cabezas de moscas adultas,
se utilizan 200ul de TRIzol y se resuspende el ARN en 20 ul de H,0 calidad ARN (Water —
Molecular Laboratory Reagent - SIGMA).

Para confirmar la calidad de la preparacién se corren geles de agarosa analiticos (al
1,2%) de modo de observar las bandas caracteristicas de los ARN ribosomales de
Drosophila. La cuantificacion de las muestras se realiza mediante el NanoDrop (Thermo),
midiendo a 230, 260 y 280nm. Para determinar la calidad de ARN obtenido se utilizaron
las relaciones 260/280 y 260/230, considerandose aceptables en el rango de 1,6 a 2,0

para la primera relacién y de 0,5 a 1,2 para la segunda.

Obtencion de ADNc (RT)

Partiendo de 1 pg de ARN total, de los cuales se eliminan las trazas de ADN mediante la

digestién con DNasa | (Invitrogen), se procede a realizar la reaccién de retrotranscripcion
utilizando oligonucleétidos oligo-(dT)12-18 (Invitrogen) y la enzima SuperScript 1l

Reverse Transcriptase (Invitrogen), siguiendo las directivas del fabricante.

PCR en tiempo real

Las reacciones de PCR realizadas para evaluar la abundancia relativa de ARNm se llevaron
a cabo en el equipo Mx3005P (Stratagene).

Para las determinaciones de niveles de ARNm de schnurri, durante la caracterizacion
inicial de la cepa obtenida a partir de relevamiento genético, las reacciones se llevaron
adelante sin emplear un kit comercial. Las reacciones se realizaron en 25 ul finales,
utilizando SYBRGreen como intercalante, ROX como fluoréforo de referencia vy
PlatinumTaq (Invitrogen) como polimerasa. La puesta a punto de las reacciones se realiz6
de modo de obtener eficiencias de amplificacién de 100 £+ 10% y se utilizé el método de
cuantificacion conocido como AACt (AppliedBiosystems, 2008; Pfaffl, 2001). Los genes
normalizadores utilizados en estos experimentos fueron actina y tubulina, n-syb y/o

rpl4Q.
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Analisis inmunohistolégicos

Inmunohistoquimica en cerebros de moscas adultas

Las moscas son decapitadas en buffer fosfato con detergente (PT, PBS 0,1% Triton X-
100) utilizando pinzas de diseccion n°5 (Dumont) bajo una lupa (Leica CLS 100X). Una
vez decapitadas, las cabezas se transfirieren a solucion de fijacion (paraformaldehido 4%,
0,1M PB) durante 40 minutos a temperatura ambiente. Después de la fijacion, las
cabezas se enjuagan en PT y se disecan en PT utilizando pinzas de disecciéon y bajo lupa.
Las disecciones se realizan sobre placas de SYLGARD 184 (Dow Corning), bajo una fuente
de luz fria. Una vez disecados los cerebros se lavan con 3 enjuagues de PT de 10 minutos
cada uno a temperatura ambiente con el objetivo de eliminar los restos de fijador. A
continuacion se bloquean durante una hora con suero normal de cabra 7% en PT.

Los cerebros se incuban con los anticuerpos primarios a 4°C. El tiempo de incubacién con
el anticuerpo primario varia segun cada caso, siendo el tiempo estandar 16 horas.
Posteriormente se realizan 3 lavados con PT en agitacién suave, de 15 minutos cada uno.
A continuacidn se agregan los anticuerpos secundarios diluidos en PT (habitualmente
1:250) y se incuban durante 2 horas a temperatura ambiente. En los casos en los que el
anticuerpo primario genera una gran cantidad de sefial inespecifica, se incuba tanto el
anticuerpo primario como el secundario con 7% de suero normal de cabra. Luego de
remover el/los anticuerpos secundarios los cerebros se lavan mediante 3 enjuagues en PT
de 15 minutos cada uno en tubos cubiertos por papel de aluminio. Finalmente, los
cerebros se montan (este paso se realiza con la menor cantidad de luz ambiental posible
ya que los anticuerpos conjugados a compuestos fluorescentes son fotosensibles) en
portaobjetos de 25 x 76 mm (Tecnon) en aproximadamente 20 pl de una solucion
conteniendo 80% de glicerol en PT y se cubren con cubreobjetos. Los cerebros se colocan
en el centro de un cuadrado realizado con esmalte de uflas y luego de cubrirse con un

cubreobjetos de 24 mm de lado se sellan con el mismo esmalte.

Anticuerpos

Anticuerpos primarios:

IgG anti PER (policlonal, en conejo) 1:500. Donado por el laboratorio de Ralf Stanewsky
(Queens Colleague, London, UK).

IgG anti PDF (policlonal, en rata) 1:500, generado en el laboratorio.

IgG anti PDF (policlonal, en conejo) 1:1000. Generado por NeoMPs (Francia) a pedido del

laboratorio.
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1gG anti GFP (policlonal en conejo), 1:500. Disponible en Invitrogen Techonologies (USA).
1gG anti GFP (policlonal, en pollo) 1:500. Disponible en Upstate Techonologies (USA).
1gG anti RFP (policlonal en conejo). 1:1000. Disponible en Rockland (USA).

Anticuerpos secundarios:

Todos los anticuerpos secundarios utilizados provienen de Jackson Immunoresearch
(USA). Se utilizan en una dilucién de 1:250 en PT y se incuban durante 2 hs a
temperatura ambiente.

IgG anti conejo: Cy2 Cy3 y Cy5.

1gG anti pollo: Cy2.

1gG anti rata: Cy3 y Cy5.

Microscopia y procesamiento de imagenes

Las imagenes de esta tesis fueron obtenidas en dos microscopio confocales Zeiss (Carl
Zeiss, Thornwood, NJ); en particular, en un Pascal y Meta 510. El pinhole utilizado es
siempre de 1 unidad airy.

Las imagenes individuales o galerias se procesan utilizando el programa ImagelJ y se
guardan como extension TIFF de modo de preservar las imagenes con la mayor calidad
posible. En los casos en los que, luego de las cuantificaciones, se realizaron protocolos de
filtrado de las imagenes, estos siempre se realizaron a la totalidad de la imagen y a todas
las imagenes que se muestran con la intencion de comparacion. Para el armado de
figuras con multiples paneles se utilizaron los programas Adobe lllustrator o Adobe
Photoshop, en los cuales no se ha realizado procesamiento de las imagenes mas que

recortar o escalar las imagenes al tamafio mostrado.

Curvas de tiempo

Para la realizacién de curvas de tiempo destinadas a analisis inmunohistolégicos en la
fase de oscuridad constante las muestras fueron obtenidas en oscuridad y trabajando
bajo luz roja, la cual es imperceptible para el sistema visual y el sistema circadiano de las
moscas.

Las reacciones de inmunomarcacion fueron desarrolladas de igual modo a las descriptas
maés arriba.

Para cuantificar la intensidad y localizacién subcelular de PER en las neuronas laterales
ventrales pequefias se adquieren iméagenes confocales de 1 um de grosor, seleccionando

el plano donde el tamafio nuclear es maximo. La cuantificacion se realiza a partir de un
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solo plano utilizando el software Image J. Para cada una de las neuronas individualizables
de cada cerebro se determina manualmente el perimetro alrededor del nucleo delimitado
por la sefial de GFPn y el perimetro del citoplasma delimitado por la sefal del
neuropéptido PDF. Definidos los compartimentos celulares se obtiene la intensidad
promedio de la sefial de PER (pixels/area) para cada uno. Con el objetivo de reducir las
diferencias de intensidades absolutas entre experimentos, cada valor de intensidad se
normaliza respecto del valor maximo dentro de un mismo experimento. Luego de la
normalizacién se promedian todas las células de un mismo cerebro. El valor obtenido para
cada genotipo es la media para todos los cerebros analizados en cada uno de los puntos.

S6lo se consideraron cerebros en los que entre 2 y 4 neuronas fuesen cuantificables.

Analisis de la longitud del circuito PDF

Con el objetivo de cuantificar la extension de los procesos PDF positivos se adapté el
método de Sholl (Sholl, 1953), originalmente disefiado para la caracterizacion de los
arboles dendriticos de neuronas en cultivo. Para esto se utiliza el programa ImagenJy se
realizan proyecciones 2-D de las galerias de imagenes obtenidas por microscopia confocal
las cuales incluyen la totalidad de las proyecciones en las que se detecta sefial de GFP o
RFP en cada uno de los cerebros. Sobre estas imagenes se ubican siete circulos
concéntricos espaciados entre si por una distancia de 10 pm, cuyo centro fue ubicado en
el primer nodo de ramificacion. La localizacion del centro de los anillos concéntricos es
sencilla ya que los axones de las sLNvs presentan una anatomia muy consistente;
permanecen fasciculados hasta un punto del protocerebro dorsal (conocido como " lateral
horn™) donde se desfasciculan y el arbol axonal se abre. Para cada cerebro se determina
cudl es el ultimo circulo alcanzado por la proyeccion. El valor obtenido para cada genotipo
es la media para todos los cerebros analizados en cada uno de los puntos. Se analizan 10
cerebros para cada genotipo y cada punto, repitiéndose este analisis en tres muestras

independientes.

Cuantificacién de particulas BRP positivas

Para estimar el nimero de zonas activas de transmision neuroquimica se utilizé la
localizacién de la proteina bruchpilot (brp) fusionada a GFP. Obtenida las galerias de
secciones confocales se realizan proyecciones 2-D utilizando el programa ImageJ. Con el
mismo programa se delimita el area que contiene el circuito PDF mas alla del nodo de
ramificacion de las proyecciones dorsales, utilizando para esto la marca de membrana

provista por la proteina CD8RFP. A partir de la seleccién se elimina el resto de la imagen
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con el objetivo de minimizar la sobrestimacion de particulas positivas producida por el
background. Obtenido el recorte de la proyeccién y siempre con el programa ImageJ se
aplica un filtro de alisado para definir mas claramente las particular positivas, se aplica
una mascara que define las particulas positivas y se utiliza la herramienta “Analyse
Particules” para contar el nimero de particulas y evaluar sus dimensiones. Se consideré

como particulas BRP positivas a toda aquella sefial con un diametro mayor a 0,1um.

Ensayo de actividad de luciferasa

Para evaluar la actividad de luciferasa en extractos de cabezas de moscas se utilizaron 30
moscas adultas de cada uno de los genotipos analizados y se utilizé parte del sistema
Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega). El protocolo que se llevo a cabo se basoé en el
utilizado por Maitra et. al. (2002) y el protocolo provisto por la empresa proveedora del
sistema de medicion de luciferasa. Una vez obtenidas las moscas adultas de entre 5 a 8
dias de eclosionadas se las anestesi6 por enfriamiento y se las decapit6 en 500ul de
buffer de homogenizacién (1X Passive Lysis Buffer —PLB-). Las cabezas fueron
homogeneizadas en 200ul de PLB y el extracto centrifugado a 10000 rpm y 4°C de modo
de separar la porcion soluble de la insoluble. Se tomé el sobrenadante y se repitié la
operacion en una segunda oportunidad. 30ml del extracto fueron incubados con 100ml de
LARII (reactivo que contienen el sustrato luciferina) en placa de 96 pocillos blanca y de
fondo plano por 1 minuto a temperatura ambiente. Luego de esto se prosiguié a medir la
bioluminiscencia en el lector Veritas Microplate Luminometer (Turner BioSystems). Las
mediciones de luciferasa fueron normalizadas por la absorbancia a 280 de cada una de las

muestras, utilizando un NanoDrop (Thermo).

Medicién de los niveles de GFP en las sLNVs

Para cuantificar la intensidad de GFP en el nlcleo de las neuronas laterales ventrales
pequefias se adquieren imagenes confocales de 1 um de grosor, seleccionando el plano
donde el tamafio nuclear es maximo. La cuantificacion se realiza a partir de un solo plano
utilizando el software Image J. Para cada una de las neuronas individualizables de cada
cerebro se determina manualmente el perimetro alrededor del nicleo delimitado por la
sefial de GFPn. Definido el compartimento celular se obtiene la intensidad promedio de la
sefial de GFP (pixels/area) para el nucleo. Con el objetivo de reducir las diferencias de
intensidades absolutas entre experimentos, cada valor de intensidad se normaliza
respecto del valor maximo dentro de un mismo experimento. Luego de la normalizaci6n

se promedian todas las células de un mismo cerebro. El valor obtenido para cada
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genotipo es la media para todos los cerebros analizados. Sélo se consideraron cerebros

en los que entre 2 y 4 neuronas fuesen cuantificables
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| dentificacién de un mutante circadiano

Un relevamiento genético disefiado para encontrar nuevos componentes del

sistema circadiano

Muchos son los esfuerzos por desentrafiar el funcionamiento del reloj circadiano, y
diversas estrategias han conducido a forjar el conocimiento que hoy tenemos sobre este
proceso biolégico. El Laboratorio de Genética del Comportamiento ha llevado adelante un
enfoque original con el objetivo de contribuir en esta direccidon. La estrategia seleccionada
se enmarcO en lo que se conoce como genética directa (en inglés forward genetics), que
en términos generales consiste en la generacion de mutaciones al azar en una poblacién,
obteniendo asi individuos potencialmente diferentes los cuales son evaluados para un
fenotipo relevante. Una vez identificados los individuos con un fenotipo distinto del que
muestran los individuos silvestres originales, se determina cual es el gen afectado por la
mutacion, infiriéndose que ese gen esta vinculado al fenotipo evaluado (St Johnston,
2002). La estrategia de genética directa puede ser pensada como la contracara de la
conocida como genética reversa (en inglés reverse genetics), que trata de manipular
genes previamente determinados con el fin de conocer sus funciones.

El relevamiento genético que se realiz6 en el laboratorio se basé en la desregulacion de la
expresion génica en el circuito PDF y para esto se utilizé el sistema GAL4/UAS. La
evaluaciéon de los mutantes se realiz6 en un paradigma de actividad locomotora

ampliamente utilizado (Rosato and Kyriacou, 2006).

Generacién de una coleccién de individuos mutantes

Para establecer la poblacion de mutantes se parti6 de una cepa portadora de un
transpos6n de tipo EP que contiene un tandem repetitivo de catorce secuencias UAS
(Rorth, 1996) y, por trasposicion controlada utilizando la transposasa A 2-3 (Robertson et
al., 1988), se obtuvo una colecciéon de algo mas de 1000 nuevas lineas de moscas (Figura
15). Cada una de estas moscas contiene una copia del transposén el cual esta localizado,
potencialmente, en un lugar diferente del genoma, y constituyen la coleccién de

mutantes.
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Figura 15. Generacion de una colecciéon de mutantes. El esquema representa el concepto

basico de la estrategia seguida para generar la coleccion de moscas para el rastrillaje genético, una
linea original con el transposon EP fue cruzada por una fuente de transposasa y se aislaron
alrededor de 1000 nuevas inserciones.

Si bien cada insercidon puede tener un efecto per se, con el objetivo de encontrar genes
involucrados en el funcionamiento del reloj, se procedié a combinar cada uno de los
genotipos generados en la coleccidn con una cepa de moscas que alberga un transposoén
capaz de expresar GAL4 en el patron espacial y temporal del neuropéptido PDF, es decir,
la cepa pdfGAL4 (Renn et al., 1999). La progenie de este cruzamiento que acarreaba
ambos elementos genéticos contenia en sus neuronas PDF algun gen desregulado y estos
animales fueron evaluados comportamentalmente. La generacidon de las cepas mutantes y
su evaluaciéon comportamental fue una tarea conjunta desarrollada por varios miembros
del laboratorio de Genética del Comportamiento a lo largo de los afios 2002 a 2006.

La principal ventaja de la estrategia seleccionada respecto a otros relevamientos por
genética directa previamente realizados es que permitié identificar genes vinculados al
comportamiento ritmico cuya funcion es vital para el organismo. El desarrollo de los
individuos evaluados comportamentalmente ocurre sin inconvenientes debido a que la
desregulacion ocurre en un grupo muy limitado de neuronas, las cuales son dispensables
para la sobrevida, y s6lo un alelo se encuentra potencialmente afectado por la insercién.
Otra ventaja del sistema seleccionado es que el gen blanco puede sufrir dos tipos de
alteraciones, siendo posible que los niveles de expresion aumenten o disminuyan. Dado
que el transposoén puede insertarse en el genoma en dos direcciones y el elemento UAS

es direccional, el aumento transcripcional puede darse sobre la hebra codificante o bien
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sobre la hebra antisentido de un gen dado. En el primer caso, el gen afectado se ve
sobreexpresado respecto de una condicion silvestre, pero si se trascribe la hebra
antisentido este ARN origina un ARN de interferencia (ARNi) produciendo una merma en
los niveles de expresiéon (Colombani et al., 2003; Rezaval et al., 2008).

Por otra parte, una potencial limitacion de esta estrategia reside en el hecho de que si el
fenotipo obtenido es resultado de la sobreexpresién de un gen, este podria no estar
endoégenamente activo en el circuito PDF. En este caso los fenotipos obtenidos serian
producto de una expresion ectdpica. Dada esta posibilidad, en la seleccién del gen a

estudiar es importante confirmar su expresion enddgena en el circuito PDF.

Evaluaciéon comportamental de los mutantes obtenidos

Como se ha mencionado, la coleccibn de mutantes fue cruzados por pdfGAL4 y luego
evaluada comportamentalmente en el paradigma de actividad locomotora de Drosophila.
De cada cepa obtenida ocho individuos fueron evaluados durante 13 dias, cuatro dias en
ciclos controlados de 12hs de luz y 12hs de oscuridad y luego nueve dias de oscuridad
constante; siempre a 25°C.

Para cada individuo se determind si manifestaba o no un ritmo en su actividad y cual era
el periodo de esa actividad en condiciones de oscuridad constante, cuantificAndose asi la
ritmicidad y el periodo endégeno promedio para cada potencial cepa mutante. La Figura

16 resume los resultados del relevamiento genético.
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Figura 16. Ritmicidad y periodo endégeno promedio p ara cada insercién en el contexto de
pdfG4. Se muestra la ritmicidad y el periodo para la totalidad de los genotipos evaluados en el
rastrillaje genético. Entre estos se destaca la insercién 756 por su largo periodo y buena ritmicidad.

58



Resultados

Es importante destacar que pocas son las cepas que se desvian de un periodo enddgeno
de 24hs, mientras que es mayor el nimero de mutantes que ven reducida su ritmicidad
respecto de la que presentan individuos silvestres. Muchos insultos celulares pueden
terminar en el malfuncionamiento celular y, debido a la relevancia del circuito PDF en el
comportamiento locomotor ritmico, conducir a fenotipos de falta de ritmicidad. Por esta
razén se priorizé el estudio de cepas que alterasen el periodo enddgeno, suponiendo que
era mas probable encontrar genes directamente vinculados con el funcionamiento del

reloj circadiano.

La cepa 756 produce un cambio de periodo en la actividad locomotora

Durante el relevamiento genético llevado a cabo en el laboratorio se detectaron cuatro
mutantes independientes que presentaban claras alteraciones de periodo al ser
combinadas con pdfG4. Estas lineas fueron la 401, 724, 755 y 756, las cuales fueron re-
evaluadas comportamentalmente para confirmar y extender la observacion inicial,
determinando con precisién la penetrancia del fenotipo, la ritmicidad y el periodo
endogeno. Para esto se evaluaron las inserciones en heterocigosis y en combinacién con
pdfG4. Ademéas, como parte de un rastrillaje secundario llevado adelante en el
laboratorio, se evalu6 la actividad locomotora de individuos envejecidos (Rezaval et al.,
2008). Las lineas 724 y 755 presentaron un fenotipo de periodo largo, mientras que la
linea 401 mostrdé un periodo corto (Figura 17). En el caso de la linea 755 el fenotipo es
dependiente de la presencia de pdfG4, mientras que la 401 presenta un fenotipo
comportamental tanto en presencia como en ausencia de pdfG4, lo cual permitié suponer
que el fenotipo no era mediado por la desregulacién de su expresion en las sLNvs, sino
por la insercién del transposdn en el locus enddégeno. En cuanto a la insercién 724, esta
tuvo la particularidad de mostrar un fenotipo comportamental alterado sélo si se
envejecian los animales previamente a su evaluacion; este tipo de fenotipos progresivos
con la edad puede estar indicando alguna disfuncién metabdlica o afectar genes

relacionados con procesos de envejecimiento (Figura 17).
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Figura 17. Mutantes circadianos obtenidos en el ras trillaje genético. Las inserciones 755,
401 y 724 mostraron, ademas de la 756, un patron de actividad locomotora diferente al de
animales silvestres. (A) El fenotipo de la linea 755 es dependiente de la presencia del inductor,
pdfG4. (B) La insercion 401 muestra un fenotipo vinculado a la insercién e independiente de la
presencia de pdfG4. (C) En el caso de la linea 724 el fenotipo es observable sélo en animales
envejecidos.

La cuarta insercién que produjo un fenotipo comportamental diferente al de animales
silvestres fue la 756, la cual en presencia de pdfGAL4 presentd una alta ritmicidad y un
periodo endégeno promedio de 25,5 horas con una penetrancia del 100%. Por otro lado,
la insercion es viable en homocigosis y presenté un periodo endégeno y ritmicidad
similares a la de animales silvestres tanto en homocigosis como en heterocigosis (Figura
18). Por lo tanto, luego de estos experimentos iniciales y considerando las caracteristicas

del resto de las inserciones, se decidid proseguir la caracterizaciéon de la linea 756.
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Figura 18. La insercion 756 media un periodo largo en actividad locomotora. (A) La figura
muestra actogramas representativos de moscas que contienen la insercion en heterocigosis y
homocigosis, asi como la insercion en contexto de pdfG4. Las flechas indican el momento de
transicion a oscuridad constante. (B) Se muestran el periodo promedio (barras grises) y el
porcentaje de ritmicidad (rombos negros) de los genotipos indicados. ANOVA de 1 factor para el
andlisis de periodos a=0,05 F,.3=172,92; comparaciones de Tukey a=0,05 DMS=0,331; las medias
con una letra comun no son significativamente diferentes. Los resultados representan el promedio
de al menos dos experimentos independientes.

La coleccion de animales generada en el relevamiento genético se encuentra en el
background genético yellow™ white’, puesto que la linea original de la que partieron las
transposiciones se encontraba en ese background. Luego de generada la coleccién
surgieron reportes que indican que la mutaciéon en el gen yellow (y) provoca defectos en
el funcionamiento del sistema nervioso (Drapeau, 2003; Drapeau et al., 2006). Para
evitar evaluar la contribucion de esta mutacion al fenotipo dependiente de 756, se
retrocruzé cinco veces la linea y'w’; 756 con el background w'''®, de modo de asegurar el
cambio de fondo genético y se obtuvo asi la linea w'''%;756. Los fenotipos observados al
cruzar la linea 756 con pdfG4 antes y después del cambio de fondo genético son
indistinguibles. Los experimentos mostrados a lo largo de esta tesis fueron integramente

realizados con la linea w''*®; 756.
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El ritmo circadiano de eclosién también se encuentra afectado

El circuito PDF tiene un rol central en la determinacién del periodo y la fase de la
actividad locomotora. Sin embargo existen otros comportamientos regulados por el reloj
circadiano que son independientes de este circuito, como ser la oviposicion (Howlader et
al., 2006; Howlader and Sharma, 2006) o la respuesta olfativa (Tanoue et al., 2004;
Zhou et al., 2005). En el caso de la eclosion, otro comportamiento controlado por el reloj
circadiano, su ritmicidad esta determinada por el circuito PDF, y esto ocurre a través del
control que este circuito ejerce sobre la glandula protoracica (Chang, 2006; Myers et al.,
2003). Al existir dos vias de salida controladas por el mismo grupo de neuronas (eclosion
y actividad locomotora), es posible pensar que aquellos componentes que afecten ambas
procesos estaran involucrados en la determinacidon de propiedades basicas del fenémeno
en estudio; mientras que si afectan sélo una de las salidas es probable que estén
involucrados en las vias de salida y/o en el establecimiento del control fino del proceso. Al
evaluar el ritmo de eclosidn en una poblacion de moscas pdfG4>756 en comparacion con
animales heterocigotas 756, se encontré que la desregulacién mediada por la linea 756
también producia un periodo largo en condiciones de curso libre, con un periodo similar al
obtenido en actividad locomotora (Figura 19). Este resultado abona la hipotesis de un rol
central para el gen desregulado en el establecimiento del periodo enddgeno, y debilita la
posibilidad de que se encuentre controlado las propiedades de las vias de salida del reloj,

aungue estos experimentos no permiten descartar totalmente esta posibilidad.
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Figura 19. El comportamiento poblacional de eclosion presenta un periodo de 25,5 horas.
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constante). Se muestran los registros temporales acompafiados por los periodogramas de cada uno
de los dos genotipos evaluados. Las flechas negra y roja marcan el pico de eclosiéon en el octavo dia
de oscuridad constante para el control y el tratado respectivamente, observandose un claro cambio
de periodo acumulado a lo largo de los dias. CT: tiempo circadiano. Estos registros se repitieron en
3 oportunidades con similares resultados.

La cepa 756 permite la sobreexpresién de la variante B del gen schnurri

Una de las principales ventajas del relevamiento genético realizado es que el transposon
utilizado permite identificar su sitio de insercién en el genoma por técnicas sencillas de
biologia molecular. Mediante la técnica de rescate plasmidico (ver Materiales y Métodos,
Sullivan et al., 2000) se identific6 el sitio de insercibn asi como la orientacion del
transposon (Figura 20). En la linea 756 el transposon se inserté en la regiéon 5' de locus
de schnurri, el cual presenta cuatro inicios alternativos de la transcripcién, por lo que no
todos los transcriptos se ven afectados del mismo modo. Para dos de ellos la insercién se
encuentra “rio arriba” del inicio de la transcripcién (variantes B y C), mientras que para
las otras dos la insercion se localizd dentro del primer intron (variantes A y D). El
transposon tiene la misma orientacion que el locus de schnurri, lo que hizo suponer que el
efecto de desregulacion del locus observada en contexto de pdfGAL4>756 era la

sobreexpresion.
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Figura 20. Esquema del locus de schnurri. Se representan las cuatro variantes transcripcionales
del locus y el sitio de insercion del transposén en la linea 756. La flecha roja representa la
localizacién del oligonucledtido utilizado para determinar la insercion del transposén en el genoma
de la mosca, el nimero identifica al oligonucle6tido en la tabla correspondiente en la seccion de
materiales y métodos. Si bien los distintos transcriptos presentan inicio alternativo de la
transcripcion, las bases de datos del genoma de Drosophila predicen el mismo marco abierto de
lectura para las variantes A, By C, mientras la variante D tendria 45 aminoé&cidos adicionales en el
N-terminal.
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Para confirmar esta hipo6tesis se utilizd la linea heatshockGAL4 (hsG4), que permite
expresar altos niveles de GAL4 en todo el organismo en respuesta a un pulso de
temperatura (en contraposicion a pdfG4, que sélo dirige la expresiéon en 16 neuronas del
sistema nervioso central). Se generaron animales hsG4>756 y para activar la
transcripciéon de gal4 se aplicaron dos pulsos de media hora de duracién a 37°C en un
bafio termostatizado separados por tres horas. Al finalizar el Gltimo pulso se decapitaron
las moscas para extraer el ARNm de cabezas. Obtenido el ADNc con OligodT se
cuantificaron los niveles de ARNm por PCR en tiempo real utilizando un juego de
oligonucledtidos que amplifican sobre todas las variantes transcripciones y, en paralelo,
se emplearon otros juegos de oligonucleétidos especificos para cada una de las isoformas
alternativas (Figura 21A). Tal como se esperaba, se corroboré un aumento en los niveles
de la transcripcién del locus; y en cuanto al analisis de las variantes transcripcionales, la
isoforma B de schnurri es la mas afectada (Figura 21B). A partir de estos resultados se
puede concluir que en los animales pdfG4> 756 el aumento de la variante B de schnurri es

el responsable del alargamiento del periodo enddgeno en la actividad locomotora.
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Figura 21. La insercién en 756 media la sobrexpresi 6n de la variante B de schnurri. (A)
Esquema del locus de schnurri y el sitio de insercion del transposén de la linea 756. Las flechas
rojas representan los oligonucleodtidos “forward” utilizados para cuantificar cada una de las
variantes transcripcionales de schnurri, asi como suposicion relativa. La flecha celeste representa el
oligonucleétido “forward” utilizado para evaluar todas las variantes transcripcionales de modo
conjunto. La flecha negra representa el oligonucleétido “revers” utilizado en todos los casos. Los
numeros identifican a los oligonucle6tidos en la tabla correspondiente en la seccién de materiales y



Resultados

meétodos. (B) Niveles de induccion de cada una de las variantes transcripcionales. Se cuantificé la
diferencia de niveles de ARNm entre animales heatshockG4>756 pulsados y no pulsados. Se
muestra el promedio de 3 experimentos independientes utilizando tres genes normalizadotes,
tubulina, n-syb y rpl49, para los que se utiliz6 los oligonucleétidos 10 a 16 de la tabla
correspondiente en la seccion de materiales y métodos.

Al trabajar con elementos transponibles es comin que la insercibn del transposén
provogque mutaciones que inutilizan el gen afectado, ya que un fragmento de ADN de
alrededor de 10 kpb que se intercala en el locus puede afectar el reconocimiento de
regiones regulatorias o el procesamiento del ARNm. En el caso de la insercién en 756,
viable en homocigosis y localizada en un intrén o rio arriba del inicio de la transcripcién
(dependiendo de cual de las variantes se considere), era posible que el locus no se
encontrara fuertemente afectado por el transposén, en especial teniendo en cuenta que
las mutaciones nulas en schnurri son letales (Arora et al., 1995; Grieder et al., 1995;
Staehling-Hampton et al., 1995).

Para evaluar el efecto de la insercidon sobre el funcionamiento del locus, se evalué por PCR
en tiempo real la abundancia de los ARNm de las diferentes variantes de schnurri en
animales heterocigotas y homocigotas para la insercidn. Sorprendentemente, no se
encontraron diferencias en los niveles de expresién para ninguna de las 4 variantes

transcripcionales, tanto en animales heterocigotas como homocigotas (Figura 22).
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Figura 22. La insercién en 756 no afecta transcripc ionalmente el locus de schnurri. (A)
Esquema del locus de schnurri y el sitio de insercién del transposén en 756. Las flechas indican lo
mismo que en la Figura 21. (B) Niveles de induccion de cada una de las variantes transcripcionales.
Se cuantificd la diferencia de niveles de ARNm de animales 756 heterocigotas u homocigotas
respecto de animales controles w'''®, Se muestra el promedio de 3 experimentos independientes,
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se utilizé la misma normalizacion que en la Figura 21. No se encontraron diferencias significativas
para ninguna variante transcripcional.

En todos los experimentos desarrollados a lo largo de esta tesis la insercién 756 se utilizé
en heterocigosis, descartandose asi cualquier efecto de esta manipulacién sobre los

niveles endégenos del locus.

El fenotipo de la linea 756 es especifico de schnurri

La escision del transposén revierte el fenotipo comportamental

El proceso de generacion de mutantes por transposicibn asume que cada nueva linea
contiene sélo una alteracién en el genoma, producto de la nueva localizacién del elemento
transponible. Si bien esta premisa es generalmente vélida cuando se trabaja con
transposones no replicativos (como es el caso del transposon de tipo EP utilizado para
generar la coleccion de mutantes; Rorth, 1996), podria ocurrir que, previo a su
estabilizacion, el elemento se inserte y escinda en mas de una oportunidad, dejando
marcas en el genoma producto de escisiones imprecisas. Esto abre la posibilidad de que
los fenotipos observados no dependan de la posicion estable del transposén en el locus de
schnurri sino de alguna otra alteracién producto del proceso de transposicion.

Para evaluar esta alternativa se realiz6 la escisién del transposén en la linea 756
obteniéndose una coleccidon de cinco escisiones independientes. Todas ellas presentaron
una ritmicidad comportamental y periodos endégenos no distinguibles de los de animales
silvestres en presencia de pdfGAL4 (Figura 23), descartandose asi cualquier efecto

inespecifico en el fenotipo de periodo de pdfG4/756.
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Figura 23. La escision del transposén en la  linea 756 revierte el fenotipo comportamental.

Se muestran el periodo promedio (barras grises) y el porcentaje de ritmicidad (rombos negros) de
los genotipos indicados. ANOVA de 1 factor para el analisis de periodos a=0,05 Fs5.=30,91;
comparaciones de Tukey o=0,05 DMS=0,536; las medias con una letra comin no son
significativamente diferentes. Los resultados representan el promedio de dos experimentos
independientes.

Reversidn del fenotipo de periodo por disminuciéon de los niveles de schnurri

Mediante el empleo del sistema de expresién GAL4/UAS es posible dirigir de modo tejido-

especifico un ARN de interferencia (ARNi) para bajar los niveles de expresidon de un gen

de interés (Figura 24) (Kalidas and Smith, 2002).
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Figura 24. ARN de interferencia en Drosophila. Utilizando el sistema GAL4/UAS es posible
expresar ARN especificos de secuencia repetida que, al generar ARN doble cadena, son reconocidos
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por la maquinaria celular de ARN de interferencia y son capaces de mediar la degradaciéon especifica
de ARNm celulares.

Varios consorcios publicos en el mundo han encarado la tarea de proveer a la comunidad
de Drosophila de lineas transgénicas capaces de expresar al menos un ARNi contra cada
uno de los genes anotados en el genoma. El Transgenic RNAi Project (TRiP) llevado
adelante por Harvard Medical School (USA) generd una linea especifica para interferir al
gen schnurri, que al combinarla con pdfG4>756 revirti6 el fenotipo de periodo largo,
dando como resultado moscas con periodos indistinguibles a los de las moscas silvestres

(Figura 25).
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Figura 25. Interferir contra schnurri revierte el fenotipo de periodo. (A) Se muestran
actogramas representativos de los genotipos indicados en los que se observa la reversion del
fenotipo de periodo largo de pdfG4>shn. (B) Se muestran el periodo promedio (barras grises) y el
porcentaje de ritmicidad (rombos negros) de los genotipos indicados. ANOVA de 1 factor para el
analisis de periodos a=0,05 F,3=52,36; comparaciones de Tukey o=0,05 DMS=0,71; las medias
con una letra comudn no son significativamente diferentes. Los resultados representan el promedio
de dos experimentos independientes.

Una limitacion del sistema de ARNi en Drosophila es que, al utilizarse fragmentos de entre
300 y 400 pb, puede generarse un efecto inespecifico sobre ARN celulares, y los fenotipos

observados no ser producto de la disminucidon del ARN blanco deseado. El resultado de la
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Figura 25, si bien no descarta la presencia de blancos inespecificos, indica que la linea

ARNi

shn provista por TRiP es capaz de modular los niveles de schnurri.

La sobreexpresiéon de schnurri de modo independiente de la linea 756 también

genera alargamiento de periodo

La localizacion del transposén y los experimentos de sobreexpresion e interferencia
mencionados en secciones previas permitieron relacionar al gen schnurri con el fenotipo
observado en actividad locomotora. Para confirmar de forma independiente que la
sobreexpresion de schnurri genera periodos largos se utilizé una linea transgénica (Marty
et al., 2000) que permite realizar esta desregulacién a través del sistema GAL4/UAS sin
afectar el locus enddgeno. Esta linea expresa el marco abierto de lectura (ORF) de
schnurri a través de un transposoén insertado en el cromosoma 3 y ha sido utilizada para
caracterizar la funcién de este gen durante la embriogénesis de Drosophila. La
sobreexpresion de schnurri en el circuito PDF mediante esta linea independiente a la
generada en el laboratorio resulté en fenotipos de periodo largo similares a los obtenidos
con la linea pdfG4> 756 (Figura 26).
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Figura 26. La sobreexpresion de schnurri mediada por una linea transgénica
independiente produce periodos largos. Se muestran el periodo promedio (barras grises) y el
porcentaje de ritmicidad (rombos negros) de los genotipos indicados. ANOVA de 1 factor para el
analisis de periodos a=0,05 F;.,=33,66; comparaciones de Tukey o=0,05 DMS=0,627; las medias
con una letra comidn no son significativamente diferentes. Los resultados representan el promedio
de tres experimentos independientes.
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La expresion de schnurri en las LNvs es determinante para el
comportamiento locomotor

schnurri se expresa en las LNvs

El fenotipo hasta aqui caracterizado es producto de la sobreexpresidon de schnurri. Si bien
un fenotipo de sobreexpresion puede explicar aspectos importantes de la fisiologia celular
podria representar una situacién ectépica y por tanto, menos relevante. En el afio 2010
Rosbash y colaboradores publicaron la caracterizacién del perfil de expresion génica de
diversos grupos neuronales relevantes para el comportamiento circadiano en moscas
adultas (Kula-Eversole et al., 2010). Para esto marcaron las diferentes neuronas reloj
expresando GFP, disgregaron los cerebros, seleccionaron manualmente las neuronas GFP
positivas y estudiaron el perfil de expresién con microarreglos de ADN. schnurri es uno de
los genes enriquecidos en las sLNvs descriptos en este trabajo, confirmando no sélo su
expresion en este grupo neuronal sino que sus niveles estdn aumentados respecto de lo
que ocurre en otras regiones del cerebro de Drosophila.

Para comenzar a entender el rol de schnurri en el comportamiento locomotor circadiano
se utiliz6 el mutante nulo para schnurri, la cepa shn**"* (Arora et al., 1995). Esta
mutacion, letal en homocigosis, fue evaluada comportamentalmente en heterocigosis sin
observarse defecto ni de ritmicidad ni de periodo. Como alternativa a esta aproximacién

se utilizé la lineas transgénica shn”fN'

proveniente de TRIiP para disminuir los niveles de
ARNm en las neuronas PDF positivas. Para potenciar el efecto de la interferencia se utilizé
la sobreexpresion de la enzima DICER2, parte de la maquinaria endogena de

ARNI se observo

procesamiento del ARNi. Al cruzar la linea pdfG4>dicer2 con la linea shn
una disminucién de la ritmicidad poblacional, con una marcada desconsolidacion de la
actividad locomotora (Figura 27Ay B).

Este fenotipo de desconsolidacion se caracteriza por una disminucidon de los niveles de
actividad durante el dia subjetivo y un marcado aumento de la actividad durante la noche
subjetiva.

Para caracterizar mas profundamente este fenotipo se evalué el indice de actividad
durante las noches y dias subjetivos (Figura 27C). La evaluaciéon de la relacién entre la
actividad en el dia y la noche muestra una disminucién como resultado de disminuir los
niveles de shn en las neuronas PDF. El andlisis estadistico muestra una diferencia entre

los animales tratados y uno de los controles (la insercién de shn”"N

en heterocigosis)
mientras que respecto del otro control (pdfG4>dicer2,cd8rfp) no alcanza un valor

significativo pero muestra una clara tendencia. La desconsolidacién de la actividad
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obtenida en estos experimentos refuerza la idea de que esta via de sefializacién impacta

sobre el comportamiento locomotor circadiano.
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Figura 27. Disminuir los niveles de  schnurri desconsolida el comportamiento locomotor.
(A) Se muestran actogramas representativos de los genotipos indicados. (B) Se muestra el periodo
promedio (barras grises) y el porcentaje de ritmicidad (rombos negros) de los genotipos indicados.
ANOVA de 1 factor para el andlisis de ritmicidad a=0,05 F,.3=568,49; comparaciones de Tukey
a=0,05 DMS=6,79; las medias con una letra comun no son significativamente diferentes. (C)
Relacién entre la cantidad de actividad en los dias y las noches subjetivas para los genotipos
indicados. Se muestran los resultados para 3 experimentos independientes analizados con ANOVA
de un factor, a=0.05 F, =3,85 p=0,0840; comparaciones de Tukey oa=0,1 DMS=0,981; las medias
con una letra comudn no son significativamente diferentes.

Las neuronas PDF positivas son necesarias y suficientes para el cambio de

periodo
El relevamiento genético se restringié al circuito PDF dada su jerarquia en el control del

periodo y la ritmicidad de la actividad locomotora, pero esto no descarta que la
desregulacion de este gen en el resto del sistema circadiano tenga un efecto sobre el
comportamiento. Para conocer el efecto de sobreexpresar schnurri en todo el circuito
circadiano se utilizé el promotor del gen timeless para dirigir la expresion de GAL4. Las
moscas timG4> 756 presentaron un periodo endégeno largo, similar al de pdfG4>756, sin
mostrar defectos en la ritmicidad ni en la viabilidad (Figura 28). El hecho de que el

comportamiente no se vea mas afectado al producir la desregulacién en todo el circuito
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circadiano, sumado a que timeless se expresa en las LNvs, permitié6 suponer que el
fenotipo observado provenia de la desregulacién génica en estas neuronas. Para poner a
prueba esta hipo6tesis se utiliz6 la linea pdfGAL80, la cual expresa el represor
transcripcional de GAL4, GAL8O0, en el patron de pdf. Combinando la linea pdfGAL80 con
la linea timG4 fue posible producir la desregulacion de schnurri en todo el circuito
circadiano con excepcién de las neuronas LNvs. Los animales timG4,pdfGAL80> 756

mostraron un periodo enddégeno de la actividad locomotora similar al de animales

silvestres, y estadisticamente inferior al de animales pdfG4>756 o timG4>756 (Figura
28).
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Figura 28. El periodo largo es mediado por las neur onas PDF positivas. Utilizando el
promotor de tim para desregular la expresién de schnurri en todo el circuito circadiano se obtiene
periodo largo; sin embargo, reprimiendo la desregulacién en el circuito PDF a través de la expresion
de GAL8O se revierte el fenotipo. (A) Se muestran actogramas representativos de los genotipos
indicados. (B) Se muestra el periodo promedio (barras grises) y el porcentaje de ritmicidad (rombos
negros) de los genotipos indicados. ANOVA de 1 factor para el andlisis de periodo o=0,05 Fs.
14=11,71; comparaciones de Tukey a=0,05 DMS=1,15; las medias con una letra comun no son
significativamente diferentes. Los resultados representan el promedio de al menos tres
experimentos independientes.

Estos resultados demuestran que las neuronas que expresan el neuropéptido PDF son
necesarias y suficientes para mediar el efecto comportamental producido por el aumento

de los niveles de schnurri.
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Niveles constitutivamente elevados de schnurri generan un acortamiento de los

axones de las sLNvs

La caracterizacion inicial de la funcion de schnurri se realiz6 en los estadios embrionarios
y larvales de la mosca. Por el momento, este gen ha sido vinculado a los fenotipos mas
clasicos de la via de DPP, es decir, el establecimiento del eje dorso-ventral y la
organogénesis (Arora et al., 1995; Dai et al.,, 2000; Grieder et al., 1995; Marty et al.,
2000; Staehling-Hampton et al., 1995; Udagawa et al., 2000; Yao et al., 2006). Mas alla
de la funcion en el desarrollo temprano, la via de BMP tiene un rol sustancial en la
formacion y funcionamiento del sistema nervioso. Entre los procesos controlados por la
via se encuentra la expresidon del neuropéptido FMFRamide en las neuronas Tv (Allan et
al., 2003; Eade and Allan, 2009; Marques et al., 2003), y la identidad peptidergica de las
neuronas CCAP.(Veverytsa and Allan, 2011), tal como se detalla en la introducciéon. Por
otra parte, se ha reportado que variaciones en los niveles de PDF pueden alterar el
periodo endégeno (Wulbeck et al., 2008; Yoshii et al., 2009b). A partir de estos datos de
la literatura, fue importante determinar si la sobreexpresiéon de schnurri producia un
efecto sobre los niveles de PDF, tanto a nivel de ARNm como de proteina. Al evaluar los
niveles de ARNm de pdf en ZT02 para animales silvestres y animales que sobreexpresan
schnurri no se encontraron diferencias significativas (Figura 29), descartandose la
posibilidad de que schnurri regule directa o indirectamente el promotor de pdf.

Descartado el efecto transcripcional, se prosiguié a cuantificar los niveles de PDF en las
terminales dorsales de las neuronas sLNvs y la morfologia de estos axones. Esta region
del circuito circadiano es de particular interés por dos razones: (1) se ha postulado que la
oscilacion de la inmunoreactividad de PDF en las proyecciones dorsales de las sLNvs es
importante para sostener la ritmicidad comportamental (Park et al., 2000); y (2) nuestro
laboratorio ha descripto la regulacién fina de las arborizaciones de las proyecciones

dorsales de las sLNvs por parte del reloj circadiano (Fernandez et al., 2008).

73



Resultados

o -
0o O N
[ ] 1 [ |

0s a tubulina
_CJ
(@)]
[ |

204

Niveles de ARN

relat
_C)

N

[ |

o
[

Figura 29. Los niveles de ARNm de pdf no son alterados por la sobreexpresién de
schnurri. Se evaluaron los niveles de ARNm de pdf relativos a los de tubulina en animales control
(pdfG4>cd8gfp) y tratados (pdfG4>shn). Se muestra el promedio de 3 experimentos
independientes.

Por ello, se intentd evaluar en paralelo tanto los niveles de PDF (utilizando Ila
inmunoreactividad de este neuropéptido) como la estructura del circuito PDF en los
animales pdfGAL4/756. La evaluaciéon estructural se realiz6 empleando una versién de la
proteina GFP que se encuentra fusionada a la proteina CD8, lograndose marcar toda la
membrana plasmatica de las células que la expresan (Lee and Luo, 1999). En un analisis
general de la morfologia del circuito PDF+, la desregulacion de schnurri a lo largo de todo
el desarrollo del circuito no genera un efecto evidente, descartdndose un efecto general
sobre el desarrollo del circuito. Este resultado era esperado dada la alta ritmicidad de la
linea pdfG4>756. Sin embargo, un analisis més detallado de la estructura de las
proyecciones dorsales de las neuronas sLNvs mostré6 que niveles constitutivamente
elevados de schnurri producen un acortamiento significativo de los axones (Figura 30).
Este resultado imposibilité el analisis sobre los niveles de PDF debido a la morfologia

alterada de las proyecciones.
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Figura 30. La sobreexpresion constitutiva de schnurri produce un acortamiento de las
proyecciones dorsales de las sLNvs. (A) Se muestran proyecciones de iméagenes confocales de
la porcién distal de las arborizaciones dorsales de las sLNvs. En verde se destaca la
inmunomarcacion de la membrana plasméatica por medio de la proteina CD8GFP y en rojo la del
neuropéptido PDF. ZT02 y ZT14 hacen referencia al momento del dia en el que se tomaron las
muestras, dos horas después de la transicion oscuridad-luz y dos horas después de la transicion
luz-oscuridad, respectivamente. (B) Diagrama esquemaéatico que resume la modificacion al analisis
de Sholl empleado para cuantificar el largo del circuito. (C) Frecuencia y valores promedios para el
largo de los circuitos PDF en los genotipos y momentos del dia indicados. ANOVA de 1 factor para el
analisis del valor promedio, a=0,05 F;.3=15,05; comparaciones de Tukey a=0,05 DMS=1,055; las
medias con una letra comin no son significativamente diferentes. Los resultados representan el
promedio de tres experimentos independientes.

Estos resultados sugieren que el efecto sobre la actividad locomotora podria deberse a
una falla en la conectividad del circuito PDF con sus post-sinapsis; alternativamente, el
acortamiento de los axones podria repercutir en los niveles alcanzados por PDF en la
matriz extracelular (y sus potenciales blanco) generando un retardo en la difusiéon del

neuropéptido. Si bien la posibilidad de un efecto a nivel de ultraestructura no pudo ser
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descartado', el hecho de que la desregulacién aguda de schnurri en el estadio adulto
genere periodo largo afectando sutilmente la densidad de zonas activas en la proyeccién
dorsal del circuito PDF, sin afectar la estructura de las proyecciones dorsales de las sLNvs,

provee argumentos en contra de esta hip6tesis (ver pagina 84).

El alargamiento del periodo en pdfG4>shn depende de la accién de PDF

La principal molécula sincronizadora caracterizada en el circuito circadiano de Drosophila
es, como ya se ha discutido, el neuropéptido PDF liberado por las LNvs. En ausencia de
este neuropéptido el ritmo locomotor se ve severamente afectado. La mayoria de los
animales que carecen de PDF son arritmicos y los animales que evidencian un reloj
funcional presentan periodos cortos, entre 22 y 23 horas (Renn et al., 1999). Ademas,
alteraciones estructurales del circuito PDF que llevan a mayor o menor innervacién de las
neuronas LNvs en el protocerebro dorsal también modulan el periodo de la actividad
locomotora (Wulbeck et al., 2008). Con el objetivo de entender si el fenotipo alterado de
los animales pdfG4>shn era mediado por este neuropéptido o si bien el efecto se debia a
un diferencia estructural del circuito producto de la alteraciéon en la via de sefializacion de
BMP, se evalu6é el comportamiento de animales pdfG4>shn en un fondo genético nulo

fOl

para PDF, utilizando la linea mutante pdf”* previamente caracterizada (Renn et al., 1999).

Como se observa en la Figura 31 los animales que sobreexpresan schnurri en contexto de

la mutaciéon pdf®*

son indistinguibles de aquellos animales que sélo llevan la mutacion en
pdf. A pesar de que era esperable que la ausencia de PDF impacte de modo sustancial
sobre el comportamiento generando un alto porcentaje de arritmicidad en la poblacién, el
hecho que una proporcion de las moscas pdfG4>shn;pdf®* presente periodos cortos de
alrededor de 23 horas argumenta en contra de que un defecto estructural en el circuito
circadiano sea la causa de la alteracién de periodo en los animales pdfG4>shn. Ademas,
este resultado muestra que el neuropéptido es crucial para transmitir la desregulacién

mediada por shn.

1 Durante los meses de Julio y Agosto de 2010 realicé una visita al laboratorio del Dr. lan
Meinertzhagen en Dalhousie University, Halifax, Nova Scotia, Canad4, para aprender a realizar
microscopia electrénica con inmuno-marcacion para detectar las neuronas PDF positivas,
experimentos que el laboratorio de Meinertzhagen habia realizado en el pasado (Yasuyama, K., and
Meinertzhagen, |.A. (2010). Synaptic connections of PDF-immunoreactive lateral neurons projecting
to the dorsal protocerebrum of Drosophila melanogaster. J Comp Neurol 518, 292-304). El objetivo
ultimo fue poder identificar potenciales anormalidades estructurales en los animales pdfG4>756. Si
bien el viaje fue profundamente enriquecedor en lo personal y profesional, pudiendo a mi regreso
establecer algunas técnicas de histologia en el laboratorio, el objetivo principal del viaje no se
cumplio6.
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Figura 31. El neuropéptido PDF es necesario para ev idenciar el periodo largo en

pdfG4>shn. (A) Se muestran actogramas representativos de los genotipos indicados. (B) Se
muestra el periodo promedio (barras grises) y el porcentaje de ritmicidad (rombos negros) de los
genotipos indicados. ANOVA de 1 factor para el andlisis de periodo, a=0,05 F;3.5=47,24;
comparaciones de Tukey o=0,05 DMS=0,693; las medias con una letra comin no son
significativamente diferentes. Los resultados representan el promedio de tres experimentos
independientes.

La via de BMP impacta sobre el comportamiento circa  diano

Enfoques como los relevamientos genéticos brindan la posibilidad de encontrar genes
vinculados a un proceso particular, los cuales no hubiesen sido facilmente relacionados
con dicho proceso (por ejemplo, el control circadiano de los ciclos de actividad y reposo).
A esto se suma la posibilidad de que, una vez encontrado un gen, es relativamente
sencillo extender el andlisis a otros genes previamente vinculados con él. Como ya se ha
mencionado, schnurri es uno de los efectores de la via de BMP, la cual ha sido
ampliamente caracterizada, proveyendo el marco conceptual para disefiar experimentos
orientados a comprender si el resto de la via es relevante en el control de la actividad
locomotora ritmica. Una limitacién existente es que muchos de los procesos gobernados
por esta via han sido estudiados durante la embriogénesis utilizando mutantes nulos en
homocigosis. La letalidad de estas mutaciones imposibilita utilizar estas herramientas

para estudiar el comportamiento de animales adultos.
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La falta de receptores de la via de BMP desconsolida el comportamiento

Ante la llegada del ligando apropiado a la superficie celular, el primer paso en la
activacion de la via de BMP es la heterodimerizacion y fosforilacién de los receptores de
tipo | y Il (Figura 6). Al tratarse de un paso limitante para la activacion de la via se
evalud su efecto en el comportamiento ritmico utilizando lineas de ARNi provenientes del
Vienna Drosophila RNAi Center (VDRC) disefiadas para disminuir los niveles de ARNm
para tres de los receptores conocidos, TKV y SAX (receptores de tipo 1), y WIT (receptor
de tipo Il). Para restringir la desregulacién al circuito PDF los ARNi fueron expresados
bajo el control del pdfG4, y en combinaciéon con la sobreexpresion de dicer2 (lo cual
mejora la eficiencia de la maquinaria de silenciamiento de ARNi). Estas construcciones
generaron una reduccién significativa en la ritmicidad de la actividad locomotora en
condiciones ambientales constantes (Figura 32), lo cual sugiere que la via participa en la

regulacion circadiana del comportamiento.
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Figura 32. Los receptores de la via de BMP son necesarios para la ritmicidad de la
actividad locomotora. (A) Se muestran actogramas representativos de los genotipos indicados.
(B) Se muestran los porcentajes de ritmicidad para cada uno de los genotipos indicados; los valores
representan el promedio de cuatro experimentos independientes. * p<0,05 prueba de Student.

Estos fenotipos se caracterizan por una falta de consolidacion de la actividad en el dia
subjetivo, mostrando altos niveles de actividad durante la noche. Para cuantificar esta

falta de consolidacion de la actividad en el dia subjetivo, y aprovechando que el periodo
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endogeno de estas moscas es cercano a 24hs, se cuantificé separadamente la cantidad de
actividad en los dias y noches subjetivas. Dado que los niveles de actividad y la relacion
entre los valores de actividad entre el dia y la noche presentan una alta variabilidad entre
experimentos estos parametros se analizaron con un disefio de ANOVA en bloque (Figura
33). Con este analisis se observé con claridad que la actividad locomotora de los
genotipos en los que se encuentran disminuidos los niveles de expresion de los receptores
de BMP se distribuye mas homogéneamente a lo largo de todo el dia (sin distinciéon entre
dias y noches) en comparacién a lo que ocurre en los respectivos controles (Figura 32 y
33).
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Figura 33. La falta de receptores de la via de BMP desconsolida el patrén ritmico de la
actividad locomotora. (A-C) Se muestran los graficos de paralelismo de un ANOVA con disefio en
bloque aleatorizado (DBA), donde cada color denota los resultados obtenidos en un mismo
experimento independiente, siendo ese el criterio utilizado para conformar los bloques del ANOVA.
(A) Impacto de la interferencia para saxophone en el circuito PDF sobre la desconsolidacién de la
actividad locomotora en la fase de curso libre, F; 3=50,10, p del tratamiento<0,01. (B) Impacto de
la interferencia para thickveins en el circuito PDF sobre la desconsolidacion de la actividad
locomotora en la fase de curso libre, F;3=14,50, p del tratamiento<0,05. (C) Impacto de la
interferencia para wishful thinking en el circuito PDF sobre la desconsolidacion de la actividad
locomotora en la fase de curso libre, F; 3=43,37, p del tratamiento<0,01.

Con el objetivo de complementar la caracterizacién de los componentes de la via de BMP
gue son capaces de afectar el comportamiento locomotor ritmico se evalud el efecto de
expresar en el circuito PDF diferentes lineas de ARNi dirigidas contra los otros dos

componentes nucleares de la via: medea (med) y mothers against dpp (mad). Se
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utilizaron 3 lineas independientes para cada uno de estos componentes provenientes de
los centros repositorios VDRC y TRiP y en ninguno de los casos se vio afectado el
comportamiento locomotor. Si bien estos datos sugieren que en las neuronas PDF la via
de BMP presenta un mecanismo no canénico independiente de MAD o MED, hasta tanto
no se corrobore que estas lineas eficientemente reducen los niveles de med y mad no es
recomendable aventurar esas conclusiones.

Teniendo en consideraciéon las herramientas ampliamente utilizadas en el estudio de esta
via de sefalizacién, se intenté describir la localizacién espacial de la proteina MAD
fosforilada en el cerebro de moscas adultas silvestres. Utilizando dos anticuerpos fosfo-
especificos diferentes y utilizando diversos protocolos de inmunohistoquimica no fue
posible detectar sefial positiva para estos anticuerpos en ninguna regiéon del cerebro de
Drosophila. Una vez mas, este resultado negativo no es concluyente respecto de la
presencia y rol de MAD en el circuito circadiano.

Considerando que la suma de los resultados negativos recién mencionados podria indicar
la existencia de una via de sefializacion alternativa en las neuronas PDF positivas se
intent6 explorar esa posibilidad evaluando la relevancia de la quinasa LIMK1 en el control
del comportamiento. Como se discutié en la introduccién, esta quinasa involucrada en la
regulacion del citoesqueleto de actina estd fuertemente ligada al funcionamiento del
sistema nervioso e interactia de modo directo con el receptor WIT, afectando la
estabilidad sinaptica en la sinapsis neuromuscular (Eaton and Davis, 2005). Para evaluar
esta posbilidad se utilizaron lineas transgénicas para disminuir (mediante ARNi) o
aumentar (mediante la expresion del ORF) los niveles de LIMK1, especificamente en el
circuito PDF. Ninguno de los dos enfoques fue capaz de modular el comportamiento
locomotor, ni en términos de ritmicidad ni de periodo enddégeno. Puesto que las
herramientas seleccionadas fueron previamente utilizadas para modular efectivamente la
funcién de LIMK1 es posible concluir que esta quinasa no representa un regulador

sustancial del funcionamiento de las neuronas PDF positivas.

La activacidon de la via de BMP alarga el periodo endégeno

La utilizacion de variantes constitutivamente activas de los receptores tipo | ha sido, y
sigue siendo, una herramienta ampliamente utilizada para estudiar la funcién de esta via
de sefializacion (Haerry et al., 1998; Nellen et al., 1996; Veverytsa and Allan, 2011). Al
expresar simultdneamente versiones constitutivamente activas de los receptores SAX y
TKV en el circuito PDF+ se observé un efecto dramatico sobre el comportamiento

locomotor. Al pasar los animales pdfG4>tkv”* sax® a condiciones de curso libre, estos
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manifestaron un periodo endégeno promedio de 27,4 horas, a la vez que evidenciaron
una elevada ritmicidad comportamental (Figura 34). Cabe sefialar que la expresion de las
variantes activadas de los receptores, por separado, no mostré6 efectos sobre el
comportamiento. Si bien ambos receptores sefializan a través de las mismas moléculas,
existen reportes indicando que la activacion de ambos receptores por medio de diferentes
ligandos actla en forma sinérgica para mediar su efecto biolégico durante el desarrollo
embrionario (Ashe, 2005; Haerry et al., 1998; Neul and Ferguson, 1998; Nguyen et al.,
1998; Veverytsa and Allan, 2011); ademas, estos trabajos muestran que en algunos
casos los efectos bioldgicos s6lo son observados al expresar ambos receptores activos en
combinacion. En este contexto, la necesidad de activar ambos receptores para obtener un
efecto sobre el comportamiento podria indicar que la via de BMP integra sefiales diversas,
0 provenientes de diversas fuentes, las cuales confluyen en la determinaciéon del periodo

endogeno de la actividad locomotora.
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Figura 34. La activaciéon constitutiva de la via de BMP alarga el periodo enddgeno. (A) Se
muestra actogramas representativos de la linea control pdfG4 mediando la sobreexpresién de una
molécula no relacionada (GFP fusionada a CD8) y la linea que expresa ambas variantes activadas,
tkv* y sax”, destacandose el periodo extremadamente largo a la par de una notable ritmicidad. (B)
Se muestran el periodo promedio (barras grises) y el porcentaje de ritmicidad (rombos negros) de
los genotipos indicados. ANOVA de 1 factor para el anédlisis del periodo, a=0,05 F5.;,=53,39;
comparaciones de Tukey o=0,05 DMS=1,043, las medias con una letra comin no son
significativamente diferentes. Los resultados representan el promedio de tres experimentos
independientes.
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En conjunto, los resultados obtenidos por disminucién o aumento de la actividad de la via
de BMP en el circuito PDF reflejan la relevancia que este conjunto de moléculas tiene en
el control de la ritmicidad del comportamiento locomotor. Teniendo en cuenta que los
resultados obtenidos con los receptores activados son congruentes con los resultados
producto de la sobreexpresion de schnurri, es posible proponer que la activaciéon de la via

de BMP funciona como una sefial retrégrada que retarda el paso del reloj.

schnurri altera el periodo enddégeno en el estadio adulto

Como ya se ha discutido en la introduccidn, numerosos trabajos han vinculado a la via de
BMP, y a schnurri en particular, en diversos procesos durante el desarrollo embrionario y
larval de Drosophila. Ademas, existen abundantes reportes sobre el vinculo de esta via de
sefializacidon con el establecimiento y mantenimiento del sistema nervioso. Considerando
todas estas evidencias, fue fundamental discernir si el cambio comportamental observado
era producto de un desarrollo alterado, o si, por el contrario, se requiere de la funcién de
schnurri y la via de BMP para modular ciertas propiedades del comportamiento locomotor
especificamente en el estadio adulto. Cabe destacar que el efecto sobre el periodo
endégeno hasta aqui descripto depende de la utilizacién del promotor de pdf. Este
promotor es activo desde muy temprano en el desarrollo ya que es posible identificar a
las neuronas sLNVs por la expresién de PDF en el primer estadio larva entre 4 y 5 horas
luego de la eclosién de la larva (Blanchardon et al., 2001; Helfrich-Forster, 1997). Para
distinguir entre un efecto de desarrollo como responsable de la alteracion de las
propiedades basicas del sistema neuronal que controla el comportamiento y un efecto
agudo que la via de sefalizacién pudiese ejercer sobre la maquinaria del reloj molecular
se utilizé el sistema TARGET (McGuire et al., 2003; McGuire et al., 2004), el cual hace

posible controlar temporalmente la induccidn transcripcional mediada por GAL4.

Puesta a punto del sistema TARGET para el andlisis de la actividad locomotora

circadiana de Drosophila

El sistema TARGET se basa en el empleo de una variante del represor GAL80 que es
sensible a la temperatura: es funcional a temperaturas bajas, o permisivas, (18-25°C) y

no funcional a temperaturas elevadas, o restrictivas (28-30°C) (Figura 35).
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Figura 35. Sistema TARGET. La proteina GAL80'" expresada a través de un promotor ubicuo
como el de tubulina es capaz de bloquear la actividad de GAL4 en todo el organismo si las moscas
se encuentran a la temperatura restrictiva. Al pasar las moscas a la temperatura permisiva GAL80ts
ya no es funcional y se activa la trascripcion mediada por GAL4. Modificado de McGuire et al.
(2003).

Teniendo en cuenta que este sistema induce la expresibn génica a temperaturas
elevadas, una restriccion para este enfoque experimental es el efecto de la temperatura
sobre el comportamiento en si, ya que para una evaluacién de periodo endégeno es
necesario inducir el sistema durante varios dias. Si bien una de las propiedades basicas
de los relojes circadianos es su compensacién por temperatura (Pittendrigh, 1954), esto
ocurre dentro de rangos fisiolégicos, que para Drosophila suelen definirse entre 18°C y
29°C. Mas aun, se han descripto cambios en el patrén de actividad locomotora a
diferentes temperaturas, los cuales se caracterizan por un decremento de la cantidad de
actividad y un aumento en la consolidacidon de esa actividad en torno a las transiciones al
aumentar la temperatura (Majercak et al., 1999). Esto, sumado a que la mayoria de los
experimentos utilizando esta técnica inducen el sistema mediante temperaturas por
encima de 29°C (Blanchard et al., 2010; Dubnau et al., 2001; Ng et al., 2011) hizo
necesaria una puesta a punto del sistema.

En primer lugar se comprobé su inducibilidad utilizando como reportero la proteina verde
fluorescente (GFP). Animales pdfG4,tubGAL80">cd8gfp fueron desarrollados a 25°C vy
luego separados en dos poblaciones, una mantenida a 25°C y la otra transferida a 30°C
por dos dias. Luego se procedid a disecar los cerebros, fijarlos y evaluar la presencia de

GFP por medio de inmunohistoquimica, lo cual permiti6 confirmar que el sistema se
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induce a 30°C, y que 25°C no representa una temperatura permisiva (no fue posible
detectar la sefial de GFP en los animales mantenidos a 25°C). Confirmada la potencialidad
del sistema se buscé reproducir los resultados de la sobreexpresion de schnurri. Para esto
se generaron moscas pdfG4>756 conteniendo tubGAL80"™ (pdfG4,tubGAL80">756) y se
las mantuvo a 30°C durante todo su desarrollo y la evaluacién comportamental,
utilizandose como controles los genotipos pdfG4,tubGAL80"™ o pdfG4>756. A pesar de que
las tres lineas genéticas mostraron un comportamiento ritmico, las moscas
pdfG4,tubGAL80"> 756, al igual que las moscas pdfG4,tubGAL80' mostraron un periodo
endogeno cercano a 24hs, mientras que como era de esperar los animales pdfG4>756
mostraron un periodo largo de alrededor de 25,5hs. La imposibilidad de reproducir el
periodo largo mediando el sistema TARGET podia explicarse por una falta de represiéon de
la actividad de GAL80'", lo cual implicaba una clara limitacién puesto que no es posible
aumentar aln mas la temperatura debido a los potenciales efectos sobre el
comportamiento. Para superar este inconveniente se introdujo una segunda fuente de
schnurri, a través de la linea transgénica UAS-shn (Marty et al., 2000). Esta nueva
condicion genética que denominamos pdfG4,tubGAL80">shn(2X) permitié un nivel de
expresioén tal que el efecto de periodo se observé con claridad cuando las moscas fueron
desarrolladas y evaluadas a 30°C. La puesta a punto permitié seleccionar la condicién
genética y las temperaturas a utilizar (25°C como permisiva y 30°C como restrictiva) de
modo de poder evaluar la relevancia de schnurri en el control comportamental durante el

estadio adulto.

La sobreexpresién de schnurri_afecta el reloj circadiano especificamente en

individuos adultos

Para poner a prueba la hipétesis de que schnurri afecta el periodo de un modo agudo en
el estadio adulto, se examind comportamentalmente animales con un desarrollo normal
(criados a 25°C) los cuales fueron evaluados de modo secuencial, primero a 25°C y luego
a 30°C (Blanchard et al., 2010). Especificamente, animales de 0 a 3 dias de edad fueron
cargados en los monitores de actividad y sometidos a una primera fase de entrenamiento,
12hs de luz y 12hs de oscuridad y 25°C, por 4 dias. A continuacién los animales se
transfirieron a oscuridad constante manteniéndose la temperatura a 25°C por 9 dias y
durante el décimo se elevé la temperatura a 30°C, manteniendo a los animales en
condiciones de oscuridad constante por los siguientes 9 dias. Debido a la inusual longitud
de este experimento el dia en el que se modificéd la temperatura también se procedié a un

recambio de la fuente de alimento. De este modo fue posible evaluar, en el mismo
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animal, la diferencia de periodo enddgeno antes y después de la sobreexpresion de
schnurri. La Figura 36 muestra como rapidamente luego del cambio de temperatura las
moscas pdfG4,tubGAL80">shn(2X) manifiestaron un aumento en el periodo endégeno,
mientras que los controles utilizados no evidenciaron un cambio de periodo al pasar de

una temperatura a la otra.
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Figura 36. schnurri regula el comportamiento locomoto r circadiano de modo agudo en el
estadio adulto. (A) Esquema del tratamiento de temperatura e iluminacién utilizado. (B) Se
muestran actogramas representativos de los genotipos indicados. Los recuadros de color sobre los
actogramas indican la fase de oscuridad, los recuadros azules indican 25°C y los rojos, 30°C. (C)
Cuantificacion del cambio de periodo que experimentan los animales al pasar de 25 a 30°C. ANOVA
de 1 factor, a=0,05 F3.4=474,64; comparaciones de Tukey a=0,05 DMS=0,219; las medias con una
letra comdn no son significativamente diferentes. Los resultados representan el promedio de tres
experimentos independientes, salvo en el caso de la linea pdfG4>shn(2X) en la que un valor fue
descartado como dato aberrante.

Estos resultados muestran con claridad que elevados niveles de schnurri son capaces de
generar un alargamiento del periodo endégeno de modo agudo en el estadio adulto, mas

alld de que su desregulacién a lo largo del desarrollo pueda causar alguna otra alteracion.
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El alargamiento del periodo endégeno es independiente del defecto estructural

Teniendo en cuenta que el fenotipo comportamental es especifico del estadio adulto
(Figura 36), se procedié a evaluar si los efectos sobre la morfologia del circuito (Figura
30) también se observaban al sobreexpresar schnurri s6lo en animales adultos. Ademas,
gracias a la existencia de un marcador de zonas activas de neurotransmision quimica
(Kittel et al., 2006; Wagh et al., 2006) se pudo estudiar al mismo tiempo el efecto de la
sobreexpresion aguda de schnurri sobre el nUmero de zonas activas en las proyecciones
dorsales de las sLNvs.

Para evaluar ambos aspectos en forma paralela se incorporaron dos transgenes: por un
lado el UAS-bruchpilot®® (brpgfp, marcador de zonas activas) y por el otro el UAS-cd8rfp
(la proteina Red Fluorecent Protein fusionada a la etiqueta CD8) de modo de poder
visualizar las zonas activas y la membrana plasmatica, respectivamente. Para este
experimento las moscas se desarrollaron a 25°C, temperatura a la cual no hay expresion
mediada por GAL4 debido a que GAL80" es funcional. Una vez eclosionados los adultos se
separd a los machos y se los transfiri6 a la condicion permisiva (30°C) durante dos o
nueve dias, prosiguiendo luego con la evaluacion de la estructura del circuito PDF y de las
proyecciones dorsales de las sLNvs (Figura 37). Se eligié6 estudiar las arborizaciones
axonales luego de dos o nueve dias de induccién con el objetivo de conocer el estado del
circuito al principio y al final de un experimento comportamental, considerando que los
animales evaluados en comportamiento fueron mantenidos a 30°C durante ese periodo
de tiempo. Este experimento, a diferencia del comportamental, fue realizado en
condiciones de sincronizacién, es decir, bajo un fotoperiodo de 12 horas de luzy 12 horas
de oscuridad. Esto se debe a que, para poder evaluar a todos los animales en el mismo
momento circadiano, es necesario que las pautas ambientales estén presentes y asi evitar
diferencias que pudieran surgir debido a los periodos enddégenos de los animales

evaluados.
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Figura 37. La sobreexpresién de schnurri en el adulto reduce el nUmero de zonas activas
en las proyecciones de las sLNvs mientras que no afecta la estructura del circuito. (A)
Esquema del experimento; las moscas fueron desarrollas a 25°C y mantenidas durante 4 dias a esa
temperatura para luego ser transferidas a 30°C por 2 o 9 dias. (B) Se muestran proyecciones de
galerias de imagenes obtenidas por microscopia confocal para moscas control y tratadas a LD9; en
la parte superior se muestra un hemicerebro inmunomarcado para CD8RFP reportando la estructura
general del circuito PDF; en la parte inferior se muestra con detalle la proyeccion dorsal del circuito
PDF marcando en rojo CD8RFP y en verde BRP®™. (C) Cuantificacién del largo del circuito por el
método de Sholl modificado para LD 2 y LD9, se muestra el promedio de tres experimentos
independientes. (D) Cuantificacion relativa al control del nimero de particulas BRP como correlato
del nimero de zonas activas de neurotransmisién quimica en LD2 y LD9, se muestra el promedio de
tres experimentos independientes; dado que la varianza de las observaciones es mucho mayor en
los individuos control que en los tratados no fue posible realizar ANOVA con estos datos.

La Figura 37 muestra que no existen diferencias morfologicas significativas en la
estructura general del circuito, ni en el largo de las proyecciones dorsales del circuito
PDF, entre animales que sufrieron la inducciéon especifica de schnurri en el estadio adulto
y animales controles, inclusive después de varios dias (LD9) de induccién. Si bien la
desregulacion de la via es capaz de provocar alteraciones estructurales al desregularse
sostenidamente a lo largo de todo el desarrollo (Figura 30), estos resultados permiten

desacoplar el fenotipo comportamental del efecto estructural generado por la activacién
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cronica de la via de BMP. Es decir, al menos en la ventana de tiempo examinada en estos
experimentos, la via de BMP no provoca un efecto agudo en el estadio adulto sobre la
estructura del circuito PDF. Por otro lado, estos resultados no permiten descartar que la
activacion aguda de la via de DPP en el circuito PDF ya establecido pueda tener efectos
sobra la ultraestructura del mismo, ya que no fue posible hacer un andalisis mediante
microscopia electrénica.

En cuanto al analisis de las zonas de liberacion quimica, estos experimentos mostraron
una reduccién en el valor promedio del nimero de particulas BRP positivas a los 9 dias de
induccion respecto de animales control, mientras que no se observaron diferencias a los 2
dias de tratamiento (Figura 37D). Considerando que el efecto comportamental de la
sobreexpresién de schnurri es apreciable al segundo dia de induccidon y que el efecto de la
via de BMP sobre las zonas de liberacién quimica parece ser progresiva en el tiempo, no

es probable que este fenotipo sea la Unica causa del fenotipo comportamental.

schnurri modula el engranaje del reloj molecular

Luego de la caracterizacion inicial del fenotipo obtenido en el rastrillaje genético y de
analizar la contribucién de la via de BMP en el comportamiento circadiano de animales
adultos fue importante avanzar sobre los mecanismos celulares y moleculares que

conforman la interaccién entre el sistema circadiano y la via de BMP.

La acumulacién v entrada de PER al nlcleo es demorada por |la sobreexpresiéon de

schnurri

Un gran numero de trabajos han establecido la conexion entre las oscilaciones
moleculares que tienen lugar en las neuronas sLNvs y el periodo de la actividad
locomotora de Drosophila (Akten et al., 2003; Berni et al., 2008; Stoleru et al., 2005). En
particular, estudiar la acumulacion y translocacion al nicleo de PERIOD en estas neuronas
ha sido una estrategia comin para evaluar el funcionamiento del reloj endégeno. El curso
temporal de PER se caracteriza por bajos o indetectables niveles de proteina hacia el final
del dia y el comienzo de la noche, que van aumentando y son marcadamente
citoplasmaticos hacia la mitad de la noche. Al llegar al final de la noche, PER comienza a
translocar al nucleo y es plenamente nuclear al final de la noche y principio del dia
siguiente. Luego, los niveles de PER van disminuyendo a lo largo del dia hasta llegar a los

bajos niveles caracteristicos del final del dia (Shafer et al., 2002). Par estudiar el efecto

88



Resultados

de la sobreexpresidon de schnurri en las sLNVs se evalu6 la inmunoreactividad de PER en
animales pdfG4>shn,gfpn respecto de genotipo control pdfG4>gfpn. Debido a que la
diferencia de periodo en el comportamiento entre estas dos lineas es de 1 a 1,5 horas se
decidi6é evaluar a los animales en la transicion entre el tercer y el cuarto dia de oscuridad
constante, y con una resolucién de tres horas. Al evaluar este momento del dia fue
posible estudiar especificamente la ventana temporal en la que ocurre la translocacion de
PER al nacleo, y al realizar el experimento luego de tres dias de curso libre y con una
resolucion de tres horas fue posible visualizar diferencias en la acumulaciéon vy

translocacion entre animales controles y tratados.

pdfG4>gpfn pdfG4=>shn,gpfn
CT21 CT24 CT03 CT06 CT21 CT24 CT03 CTO06

superposicion

e

Figura 38. SHN retrasa la acumulacién de PER en las sLNvs. Se muestran imagenes
representativas de secciones confocales de neuronas sLNvs de los genotipos indicados. En la
primera fila de imagenes se muestra la sefial para PDF, que se utiliz6 para reconocer las neuronas
LNvs; en la segunda fila se muestra la sefial para GFP, utilizada para delimitar el nucleo de las
LNvs; en la tercera fila se encuentra la inmunoreactividad para PER; y la cuarta fila muestra la
superposicion de los tres canales anteriormente mostrados. CT: Tiempo Circadiano.

Como se observa en la Figura 38 la acumulacion de PER se encuentra retrasada en
animales que sobreexpresan schnurri respecto de los animales controles. Esta diferencia
es evidente a CT24 donde PER ya muestra una localizacién nuclear en el control mientras
que en las neuronas de los animales pdfG4>shn,gfpn PER se encuentra citoplasmatica y
con baja intensidad. También a CT03 la diferencia es clara, observandose una localizacién

marcadamente nuclear en el control y ubicua en los animales tratados.
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Figura 39. La acumulacion de PER esta retrasada, pe ro alcanza niveles normales. Se
muestran la cuantificacién de las imagenes mostradas en la Figura 24. CT: Tiempo Circadiano.
ANOVA de 2 factores para genotipo y CT. La interaccidn obtuvo F;,=2,71 p=0,0795 y al analizar
los efectos simples para los diferentes CTs en cada uno de los genotipos se obtuvo CT21
F116=0,521 p=0481; CT24 F,.=4,717 p=0,0452 (**); CT03 F;,=3,8 p=0,067 (*), CTO6
F116=1,335 p=0,265. El analisis corresponde a tres experimentos independientes.

Al cuantificar la intensidad de PER en el nicleo (Figura 39) se ve claramente el retardo en
la acumulacion nuclear de PER; cabe destacar que, aunque con un retraso, los niveles
totales de PER en el nucleo de los animales tratados no difiere de lo observado para los

controles tres horas antes.

El fenotipo de periodo largo es rescatado por period y timeless

Considerando que schnurri constituye un regulador negativo de la transcripcién dentro de
la via de BMP, los resultados de las Figuras 38 y 39 permitieron sustentar la hipétesis de
que el retraso en la acumulacion de PER en las neuronas sLNvs podia deberse a un efecto
transcripcional sobre per por parte de schnurri. Para poner a prueba esta hip6tesis se
disei6 un ensayo de interacciones génicas entre schnurri y period, analizando el

resultado a través de la evaluacion de la actividad locomotora.

90



Resultados

A B
UAS-per/+ pdfG4>shn 269 2 a2 b b a 120
@ -100
| ® s
2 2 254 =
e e e o =80 3.
TS v ] o Q,
ke &
8 60 ©
244 =
L40
23- i~
L T
L 3 9 Q Q
o] =14 A Q. e
a o o =
o < g g 2
4§ 2 a a 7
g el

Figura 40. El ORF de per rescata el fenotipo de periodo largo de pdfG4>shn. (A) Se
muestran actogramas representativos de los genotipos indicados. (B) Se muestra el periodo
promedio (barras grises) y el porcentaje de ritmicidad (rombos negros) de los genotipos indicados.
ANOVA de 1 factor para el andlisis de periodo a=0,05 Fg.13=23,09; comparaciones de Tukey a=0,05
DMS=0,716; las medias con una letra comln no son significativamente diferentes. Los resultados
representan el promedio de tres experimentos independientes.

La Figura 40 muestra que el efecto de sobreexpresar independientemente el ORF tanto de
per como de shn en el circuito PDF produce un alargamiento del periodo endégeno. En
cambio, cuando se expresan ambos genes simultaneamente los animales muestran un
periodo en su actividad locomotora cercano a 24 horas y significativamente menor que los
periodos de pdfG4>per y pdfG4>shn. Este resultado marca una clara interaccién entre
estas dos vias de sefializacion pero ademés representa un rescate del fenotipo
comportamental de ambas desregulaciones. Con el objetivo de profundizar el analisis de
la interaccién génica, se utilizé la linea transgénica que es capaz de aumentar los niveles
transcripcionales de per al aportar una copia extra del locus completo de éste (perG),
proveyendo asi las secuencias regulatorias de la transcripcion y generando transcriptos
silvestres capaces de interaccionar con la maquinaria postranscripcional. En
contraposicién a lo que ocurre con la sobreexpresion del ORF de per en el circuito PDF, las
moscas que portan este segundo locus de per en su genoma muestran periodos de

actividad locomotora menores a 24 horas, es decir, mas cortos que el de moscas
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silvestres (Smith and Konopka, 1982). Al combinar esta transgénica con las moscas que
sobreexpresan schnurri en las LNvs se observdé un rescate de ambos fenotipos,

obteniéndose moscas con periodos cercanos a 24 horas (Figura 41).

A B 267 =120
pdfG4>shn
100 &
2 251 3 2
° { 80 2
© L
2 &
244 -60 %
L40
23+
£20
2y Q + = 6] (6] -0
§ © § % &
o A Q Q
&) 2 =t 5 3
A Q <t <
< % % >
g

Figura 41. Una copia extra del locus de period rescata el fenotipo de periodo largo de
pdfG4>shn. (A) Se muestran actogramas representativos de los genotipos indicados. (B) Se
muestran el periodo promedio (barras grises) y el porcentaje de ritmicidad (rombos negros) de los
genotipos indicados. Los resultados representan el promedio de tres experimentos independientes.
Dado que la varianza de algunos de los genotipos es mucho mayor que la de otros no fue posible
realizar ANOVA con estos datos.

Considerando que el aumento de los niveles de PER permite rescatar el fenotipo de
sobreexpresién de schnurri y que s6lo se habia estudiado la dinamica temporal de PER en
las sLNvs, no era posible descartar la posibilidad de que el efecto sobre per fuese
indirecto, y que otras moléculas del reloj sean también capaces de modular el fenotipo
comportamental. Para evaluar esa posibilidad se utiliz6 una linea transgénica que permite
sobreexpresar el ORF de timeless y se realiz6 el andlisis de interaccidon génica idéntico al
descripto previamente para period. La sobreexpresion de TIM en las sLNvs no causa un
efecto de periodo por si mismo, pero al aumentar los niveles de TIM y SHN en conjunto
se observo un rescate del fenotipo de periodo de la sobreexpresion de schnurri similar al
obtenido con PER (Figura 42).
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Figura 42. EI ORF de tim rescata el fenotipo de periodo largo de pdfG4>shn. (A) Se
muestran actogramas representativos de los genotipos indicados. (B) Se muestra el periodo
promedio (barras grises) y el porcentaje de ritmicidad (rombos negros) de los genotipos indicados.
ANOVA de 1 factor para el analisis de periodo a=0,05 Fio.14=23,1; comparaciones de Tukey a=0,05
DMS=0,668; las medias con una letra comln no son significativamente diferentes. Los resultados
representan el promedio de al menos tres experimentos independientes.

La quinasa shaggy modula los fenotipos de sobreexpresién de SHN

El hecho de que tanto per como tim sean capaces de modular el fenotipo comportamental
refuerza la idea de un efecto indirecto sobre ambos genes. Dos componentes centrales
del reloj son capaces de regular estos dos genes de modo simultaneamente. En cuanto a
la localizacion subcelular de PER y TIM, y en particular la translocacion al nucleo del
dimero, este proceso se encuentra controlado por la quinasa SHAGGY (Martinek et al.,
2001). Por otra parte, desde un punto de vista transcripcional, el regulador comun de per
y tim es clock, que al unirse junto con CYCLE a las secuencias E-BOX presentes en los
promotores de per y tim activa su transcripcion (Darlington et al., 1998) (Figura 3).
Teniendo en cuenta estos datos de la bibliografia se analiz6 la existencia de interacciones
génicas entre estos componentes claves del reloj molecular y la via, utilizando el
comportamiento locomotor como método para evaluar la interaccion.

Dado su rol central en la determinacidon de la localizacién subcelular de PER y TIM, y la
jerarquia del circuito PDF en la determinacién del periodo enddégeno de la actividad

locomotora, aumentar o disminuir lo niveles de sgg en el circuito PDF tiene claros efectos
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sobre el periodo. En resumen, aumentar los niveles de sgg acelera el reloj generando
periodos cortos (Martinek et al., 2001) y disminuir los niveles de sgg retarda el reloj
conduciendo a periodos largos. Ademas, dadas las propiedades circuitales del sistema
circadiano, aumentar los niveles de sgg sélo en las neuronas PDF conlleva no s6lo a
periodos cortos sino también a una pérdida de la ritmicidad. Al aumentar de modo
conjunto los niveles de sgg y shn en el circuito PDF se observdé un rescate de ambos
fenotipos; el periodo endégeno fue mas cercano al de animales silvestres y la ritmicidad
se vio fuertemente incrementada (Figura 43).

El fenotipo de arritmicidad producto de sobreexpresar sgg s6lo en las neuronas PDF+ no
se observa si se amplia el patréon de sobreexpresiéon a todo el circuito circadiano mediante
la utilizacion del promotor de timeless, generandose periodos cortos pero con alta
ritmicidad, ya que todo el circuito neuronal se encuentra en iguales condiciones. Al
sobreexpresar de modo conjunto SHN y SGG en el patrén de tim también ocurre un

rescate de periodo, mientras que la ritmicidad no se ve afectada (datos no mostrados).
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Figura 43. La sobreexpresién de shaggy revierte el fenotipo de sobreexpresar schnurri.
(A) La figura muestra actogramas representativos de los genotipos indicados. (B) Se muestra el
periodo promedio (barras grises) y el porcentaje de ritmicidad (rombos negros) de los genotipos
indicados. ANOVA de 1 factor para el anélisis de periodo a=0,05 Fy.,3=72,27; comparaciones de
Tukey o=0,05 DMS=0,737; las medias con una letra comin no son significativamente diferentes.
Los resultados representan el promedio de tres experimentos independientes salvo para
pdfG4>SGG en la que un valor fue descartado como dato aberrante. ANOVA de 1 factor para el
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analisis de ritmicidad a=0,05 F;.14,=194,73; comparaciones de Tukey o=0,05 DMS=10,519; las
medias con un nimero comun no son significativamente diferentes. Los resultados representan el
promedio de tres experimentos independientes.

Por su parte, disminuir sgg mediante la expresion de un ARNi en el circuito PDF pero en el
contexto de sobreexpresién de shn produjo dos fenotipos comportamentales. Un 60% de
los animales mostraron una clara ritmicidad pero con periodos extremadamente largos,
de alrededor de 28 horas. El restante 40% de los animales evidenciaron ritmos

complejos, caracterizados por mas de un componente de periodo, se observaron periodos

silvestres y periodos largos dentro del patrén comportamental de varios individuos.

(Figura 44).
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Figura 44. Disminuir los niveles de shaggy y sobreexpresar schnurri muestra la
interaccién entre el reloj molecular y la via de BM P. (A) La figura muestra actogramas
representativos de los genotipos indicados y sus respectivos periodogramas; con la intenciéon de
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visualizar y calcular méas eficientemente las componentes de periodo en este experimento se
consideraron 14 dias de oscuridad constante. Las lineas rojas indican las componentes de periodo
detectadas en los peridogramas. (B) Se muestran el periodo promedio (barras grises) y el
porcentaje de ritmicidad (rombos negros) de los genotipos indicados. ANOVA de 1 factor para el
analisis de periodo a=0,05 Fi4.18=141,73; comparaciones de Tukey o=0,05 DMS=0,633, medias
con una letra comun no son significativamente diferentes. Los resultados son el promedio de 4
experimentos independientes.

Para profundizar el analisis de la interaccion entre elevados niveles de shn y bajos niveles
de sgg se realizaron los mismos experimentos antes mencionados pero afiadiendo la
sobreexpresion de dicer2, componente clave de la via de ARN de interferencia. El
agregado de dicer2 potencia el funcionamiento del sistema de interferencia, lo cual quedo
evidenciado en el aumento de periodo observado en el genotipo pdfG4>sgg”t™ dicer2

ARNi

respecto de pdfG4>sgg™ . Bajar los niveles de sgg utilizando dicer2 en el contexto de la
sobreexpresién de shn genera un aumento sustancial de la proporcién de animales que
muestran ritmos complejos (Figura 45), observandose componentes de periodo largo,

silvestre y corto en varios individuos (Figura 46).
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Figura 45. Exacerbar la interferencia para sgg en el contexto de sobreexpresion de  shn
genera ritmos complejos. Se muestran los porcentajes de animales ritmicos, débilmente
ritmicidad, arritmicos y con ritmos complejos para los genotipos indicados . Los resultados son el
promedio de 3 experimentos independientes.

En conjunto, los experimentos de interacciéon con sgg muestran que esta molécula central
en la determinacion del paso de las oscilaciones moleculares es capaz de modular los

efectos que schnurri impone sobre el reloj molecular.
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Figura 46. Los ritmos complejos obse rvados presentan diversos fenotipos
comportamentales. La figura muestra actogramas representativos de los genotipos indicados y
sus respectivos periodogramas. Con la intencidon de visualizar y calcular méas eficientemente las
componentes de periodo en este experimento se consideraron 14 dias de oscuridad constante. Las
lineas rojas indican las componentes de periodo detectadas en los peridogramas. Se muestran tres
ejemplos de actogramas correspondientes al genotipo pdfG4>dicer2,shn,sgg”™ que ejemplifican
los ritmos complejos encontrados.

El factor de transcripcién clock modula el fenotipo de sobreexpresién de SHN

Como se ha descrito anteriormente, el componente del reloj molecular capaz de modular
transcripcionalmente y de modo conjunto a per y tim es clock. Al realizar los
experimentos de interacciéon con lineas transgénicas capaces de aumentar los niveles de
clk tanto a través de la sobreexpresion del ORF como a través de proveer una copia
adicional del locus entero de clock se observé una interacciobn en los fenotipos
comportamentales.

Elevar los niveles de clk a través del ORF genera una leve disminucion del periodo, pero
al combinarlo con la sobreexpresion de shn fue capaz de revertir el fenotipo

comportamental generando periodos de alrededor de 24 horas (Figura 47).
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Figura 47. El ORF de clk rescata el fenotipo de periodo largo de pdfG4>shn. (A) Se
muestran actogramas representativos de los genotipos indicados. (B) Se muestran el periodo
promedio (barras grises) y el porcentaje de ritmicidad (rombos negros) de los genotipos indicados.
ANOVA de 1 factor para el analisis de periodo a=0,05 Fio.14=44,21; comparaciones de Tukey
a=0,05 DMS=0,546, medias con una letra comun no son significativamente diferentes. Los
resultados representan el promedio de al menos tres experimentos independientes.

Por su parte, la presencia de una copia extra del locus de clock (a través de la linea
transgénica clkG) presenta también periodos endégenos levemente cortos respecto de
animales silvestres (Kadener et al., 2008). En cambio, al combinar esa linea transgénicas
con la sobreexpresion de shn los periodos que se obtuvieron son de 24 horas, es decir, el
fenotipo de sobreexpresién de shn se ve claramente rescatado también con esta

herramienta genética (Figura 48).
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Figura 48. Una copia extra del locus de clock rescata el fenotipo de periodo largo de
pdfG4>shn. (A) Se muestran actogramas representativos de los genotipos indicados. (B) Se
muestran el periodo promedio (barras grises) y el porcentaje de ritmicidad (rombos negros) de los
genotipos indicados. Los resultados representan el promedio de tres experimentos independientes.
Dado que la varianza de algunos de los genotipos es mucho mayor que la de otros no fue posible
realizar ANOVA con estos datos.

Los promotores de period y timeless son modulados por schnurri

La capacidad de clk de modular el efecto comportamental de schnurri en conjunto con la
capacidad de per y tim de realizar el mismo efecto y la caracterizacién previa de shn
como un regulador negativo de la transcripcién apuntan a un efecto transcripcional por
parte de la via de BMP sobre el reloj molecular. Para estudiar de manera especifica la
situacion de los promotores de los genes reloj se utilizaron lineas transgénicas de moscas
que tienen la proteina luciferasa bajo la regulacién de los promotores de period y timeless
(Stanewsky et al., 1997). Para evaluar la actividad de los promotores se realizaron
extractos de proteinas totales de cabeza de moscas controles o moscas que
sobreexpresaban shn en todo el circuito circadiano a través del promotor de timeless.
Obtenidos los extractos, estos fueron incubados con el sustrato luciferina y se evalué la

luminiscencia en un luminémetro de placa (Maitra et al., 2002).
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Figura 49. Los promotores de per y tim responden a los niveles de schnurri. (A-B) Se
muestran los gréaficos de paralelismo de un ANOVA con disefio en bloque aleatorizado (DBA), cada
color denota los resultados obtenidos en un mismo experimento independiente, siendo ese el
criterio utilizado para conformar los bloques del ANOVA. (A) Analisis del promotor de timeless en
cabezas de moscas control (timG4/+) o que sobreexpresan shn en todo el circuito circadiano
(timG4>shn); F,,=154,87 p del tratamiento<0,01. (B) Anélisis del promotor de period en cabezas
de moscas control (timG4/+) o que sobreexpresan shn en todo el circuito circadiano (timG4>shn);
F1,=52,09 p del tratamiento<0,05.

La Figura 49 muestra que las mediciones de actividad de luciferasa reportaron una
disminuciéon de un 40% en la actividad de los promotores de period y timeless, indicando
un claro efecto transcripcional por parte de la via de BMP sobre los promotores
circadianos.

Como una estrategia alternativa para evaluar la actividad del promotor de per, y ademas
evaluar su funcionalidad especificamente en las neuronas sLNvs, se utilizé6 una linea
transgénica perG4 para dirigir la expresiéon de GFPn a partir de la linea UAS gfpn. Se
evalué la inmunoreactividad de GFPn en animales perG4>gfpn en comparacion con

animales perG4>shn,gfpn especificamente en las neuronas sLNvs.
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Figura 50. La via de BMP regula el promotor de per en las sLNvs. (A) Se muestran imagenes
representativas de hemicerebros o neuronas sLNvs de los genotipos indicados. Las imagenes fueron
obtenidos a partir de proyecciones de secciones confocales. En verde se marcan los nucleos de las
neuronas period positivas y en rojo se muestra la inmunoreactividad para PDF. (B) Cuantificacion
de la inmunoreactividad para PER en las sLNvs. Se muestra el resultado de 6 experimentos
independientes. ANOVA 1 Factor a=0.05 F; ;,=6,85, p<0,05.

La Figura 50 muestra que, ademd@s de una disminuciéon global de la intensidad de la sefial
de GFP en el protocerebro, la medicion de la inmunoreactividad de GFP en las sLNvs se
encuentra disminuida, confirmando un efecto (directo o indirecto) de la via de

sefializacion de BMP sobre la transcripcién de period.
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Las estrategias de genética directa, como los rastrillajes genéticos con mutantes de
Drosophila, son una herramienta véalida y probadamente exitosa para estudiar las
bases genéticas de procesos fisiologicos muy diversos. Muchos comportamientos
especificos de los individuos adultos son prueba de ello, y el comportamiento
circadiano en particular es un ejemplo en el que esta estrategia ha sido
particularmente exitosa (Allada et al., 1998; Blanchard et al., 2010; Konopka and
Benzer, 1971; Price et al., 1998; Rutila et al., 1998; Sehgal et al., 1994; Stanewsky
et al., 1998; Yu et al., 2011).

El caso del rastrillaje genético que dio origen a esta tesis doctoral tuvo la
particularidad de ser especificamente disefiado para encontrar genes vinculados al
sistema circadiano cuya funcién fuese indispensable en el desarrollo embrionario y/o
en la vida adulta; los resultados aqui mostrados son prueba del éxito de esta
aproximacién experimental. A través de este enfoque se identific6 un gen, y asi una
via de sefializacién, capaz de modular el paso de las oscilaciones moleculares y el
comportamiento locomotor ritmico. La via de sefializacion de BMP, y en particular
schnurri, regula transcripcionalmente genes centrales del reloj molecular, modulando
el sistema circadiano de individuos adultos.

Gracias a las multiples herramientas que brinda un sistema modelo tan masivamente
utilizado como Drosophila ha sido posible evaluar a lo largo de la vida adulta el rol de
la via en el comportamiento. Por consiguiente, estos resultados constituyen, hasta el
momento, el primer cuerpo de evidencia que vincula el funcionamiento de la via de
sefalizacion de la superfamilia de TGFB con un comportamiento especifico y repetitivo

de individuos adultos como es el patron circadiano de la actividad locomotora.

El mutante identificado en el rastrillaje genético media la sobreexpresion de schnurri,
y el fenotipo asociado a generar esta desregulacion en el circuito PDF es un
alargamiento del periodo enddgeno de la actividad locomotora. Al momento de iniciar
este trabajo de tesis los desafios centrales que se planteaban ante el hallazgo de ese
fenotipo mutante eran: (1) ¢El mutante encontrado afecta especificamente a este
gen? (2) ¢Se expresa schnurri en el circuito PDF? (3) ¢Su funcién en este circuito esta
0 no vinculada al funcionamiento del mismo en términos de su rol en el
comportamiento? (4) Mas alld& de schnurri, ¢es la via de BMP relevante en el
comportamiento locomotor circadiano? (5) Esta via de sefializacion ¢afecta el
comportamiento de un modo adulto especifico? (6) ¢A qué nivel y a través de qué
mecanismos interactdan estas moléculas con el sistema circadiano?. A lo largo de
esta tesis se han utilizado diversas estrategias para encarar estos interrogantes, los

cuales seran discutidos en las secciones siguientes.
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Sobreexpresar schnurri modula el comportamiento locomotor circadiano

Para demostrar que la insercién aislada durante el rastrillaje genético afectaba
especificamente el gen schnurri y que mediaba su sobreexpresion en respuesta a una
fuente de GAL4 se utilizaron diversas estrategias. La escisién del transposon con la
consiguiente reversiéon del fenotipo comportamental demostré que la insercion en el
locus de schnurri era responsable del fenotipo, y la medicién por PCR en tiempo real
de los niveles de ARNm de schnurri en animales hsG4>756 demostré que la insercion
mediaba la sobreexpresion de la variante B del locus. Dos experimentos adicionales
fueron centrales para demostrar la especificidad del fenotipo: por un lado la
posibilidad de contar con una linea independiente que mediara la sobreexpresion del
ORF de schnurri obteniendo el mismo resultado sobre el comportamiento, y por otro
la reversion del fenotipo comportamental mediada por una linea transgénica disefiada

para disminuir los niveles transcripcionales de todo el locus.

schnurri se expresa en el circuito PDF v su funcién es central para el periodo

circadiano

Un segundo punto central para el desarrollo de la tesis fue determinar el rol
circadiano de schnurri y la especificidad del fenotipo, dado que el hallazgo inicial se
trataba de una sobreexpresién. ElI perfil de expresién de las neuronas sLNvs
aportaron un dato central sobre la presencia de schnurri en este circuito neuronal
(Kula-Eversole et al., 2010); sin embargo, un analisis méas global del perfil de
transcripciéon de genes que oscilan en la cabeza en animales silvestres muestra que
ninguno de los componentes de la via de TGFpB oscila de modo consistente (Ceriani et
al., 2002). Ademas, la posibilidad de contar con una herramienta que especificamente
disminuye los niveles transcripcionales de schnurri permitié demostrar que la funcion
de este gen es importante para mantener un comportamiento locomotor ritmico, y
reforzar el concepto de que el circuito PDF es determinante para el normal
funcionamiento de la red neuronal que controla el comportamiento locomotor.

En cuanto a la jerarquia que tiene el efecto de schnurri sobre el reloj circadiano, el
analisis del ritmo de eclosién sugeria que, sin importar cual fuese la desregulacion
que estuviese ocurriendo, el efecto de la sobreexpresién era suficientemente central
como para afectar dos comportamientos diferentes, controlados por el mismo
circuito. Estos resultados apoyaron la hipdtesis de un efecto general de este gen
sobre el periodo enddégeno y no un efecto especifico sobre una via de salida del

oscilador central.
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La via de BMP es determinante para actividad locomotora ritmica

Debido a la trascendencia de la via de sefializacion de la que forma parte schnurri, y
considerando que su rol no ha sido explorado en ninguno de los reportes que vinculan
a esta via con el funcionamiento el sistema nervioso, fue importante indagar si existia
un efecto sobre el comportamiento locomotor por parte de otros componentes de la
via. Tanto los experimentos de falta de funcién como los de ganancia de funcion
demostraron que los receptores tipo | y tipo Il SAX, TKV y WIT son determinantes del
comportamiento locomotor adulto.

Una particularidad de los experimentos realizados con las variantes constitutivamente
activas de los receptores SAX y TKV es que la penetrancia de sus fenotipos no fue
siempre del 100%. Al iniciar esa serie de experimentos se observd que las
poblaciones de animales, presuntamente homogéneas, que expresaban ambas
variantes presentaban animales con periodos extremadamente largos (con promedio
de 27,4 horas) y otros indistinguibles de animales silvestres. Para descartar errores y
profundizar la caracterizacidon del funcionamiento de estos transgenes se corroboré la
genética detrads de la obtencidn de los genotipos deseados y se probaron diversos
esquemas de cruzamientos. Como resultado se identific6 una combinacién genética
en la que reproduciblemente todos los animales presentaron el fenotipo de periodo
largo, y son los que se incluyeron en la seccién de resultados. No fue explorada la
causa por la cual diferentes esquemas de cruzamiento dieran lugar a poblaciones con
comportamiento " bimodal®, sin obtenerse nunca fenotipos intermedios (lo cual se
refleja en que no hay una gran dispersion de periodos, como se desprende de los
valores del desvio estandar en la Figura 34). Una hipotesis interesante, aunque no
testeada, es que la via requiera un nivel umbral de activacidon para desencadenar su
efecto sobre el comportamiento, y que las diferentes combinaciones de fondos
genéticos afecten sutilmente los niveles de expresién (y por lo tanto, permitan
alcanzar o no ese umbral) asi como afectan levemente los periodos enddgenos de

actividad locomotora.

Una observacion interesante que surge de la evaluacion conjunta de los distintos
experimentos en los que se modula la via por sobreactivacion o por disminucién de
los niveles de sus componentes, es que siempre se encontrd el mismo patrén en los
resultados: mientras que la falta de funcién, obtenida por la expresion de ARN de
interferencia en el circuito PDF, generaba falta de consolidacién de la actividad
locomotora y en los casos extremos conducia a la arritmicidad, la sobreactivacion de
la via, también en el circuito PDF, conducia a periodos largos y afectaba muy poco la
ritmicidad, lo cual se puso de manifiesto tanto en experimentos que implican la

sobreexpresién de shn como los receptores de la via.
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Si bien podria haber ocurrido que sobreactivar conduzca a periodos largos e interferir
genere periodos cortos, estos no fueron los resultados observados. Una posible
interpretacion se basa en que, para operar un circuito de retroalimentacién negativa
como el que sustenta las oscilaciones moleculares circadianas, se necesita de la
presencia estable a lo largo de los dias de un alto nUmero de componentes. Alterar
esa maquinaria agregando en exceso algin componente podria alterar el paso de la
oscilacién (y el signo negativo o positivo de esa alteracion depender del componente
y del modo en que la red de interacciones responde a esa perturbacion), pero quitar
un componente podria generar la interrupcion de la oscilacién al desensamblar la red

que la sustenta.

El circuito PDF es particularmente afectado por esta via de sefalizacién

Las 150 células que conforman el circuito neuronal circadiano son, sin duda,
fundamentales para generar y sostener la ritmicidad con un periodo de 24 horas.
Dentro de esa red, las neuronas sLNvs, que expresan el neuropéptido PDF, son
determinantes para establecer el periodo y sostener la ritmicidad en condiciones de
oscuridad constante (Lin et al., 2004; Park and Hall, 1998; Renn et al., 1999; Shafer
and Taghert, 2009; Stoleru et al., 2004; Yoshii et al., 2009b).

Las neuronas inmunoreactivas para PDF son necesarias y suficientes para transmitir
al comportamiento locomotor los efectos de la sobreexpresién de schnurri. Se define
gue la sobreexpresion en el circuito PDF es necesaria para mediar el efecto de esta
desregulacién puesto que, aunque se sobreexprese shn en todo el resto del circuito
circadiano, no se observan dichos cambios a menos que se afecten sus niveles en
esas neuronas. Asimismo, se la define como suficiente puesto que al provocar la
activacién de la via en estas neuronas, ya sea a través de schnurri como con las
variantes constitutivamente activas de los receptores, es posible generar aumentos
en el periodo endogeno; y el mismo razonamiento se sustenta en los efectos
causados al interferir la expresion de shn y los receptores.

Considerando la jerarquia de las sLNvs en el control de los ciclos de actividad y
reposo este resultado no es del todo sorprendente; de hecho, esto no quiere decir
gue no exista un efecto por parte de la via en otros grupos neuronales que conforman
la red, sino que no se ve reflejado en un aumento del periodo. En los animales
timG4,pdfGal80>shn el periodo endégeno de 24 horas reflejaria el de las sLNvs, e
independientemente que el resto de los grupos neuronales tengan un periodo
endégeno de 25,5hs, estos serian aun susceptibles de ser sincronizados por las
sLNvs. Alternativamente, las neuronas TIM positivas/PDF negativas podrian ser
insensibles a la regulacién por parte de schnurri. Mas alla de que ésta es una

posibilidad formal, los resultados obtenidos utilizando luciferasa como reportero
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transcripcional (Figura 49) sugieren que no es el caso. Seria dificil haber detectado
diferencias en los niveles de expresién de los promotores de period y timeless si
solamente las neuronas PDF contribuyeran a esa regulacion en los genotipos

evaluados, en los que el reportero se expresoé en toda la red circadiana.

La via de BMP cumple un papel fundamental en el estadio adulto.

Los reportes previos que estudian la funcion de schnurri han sido todos realizados
durante el desarrollo embrionario o larval y la caracterizacién de la funcién de esta
via de sefalizacion en el sistema nervioso esta centrada en su rol en el desarrollo y
en el mantenimiento de la funcidén sinaptica durante estadios larvales (Affolter and
Basler, 2007; Moustakas and Heldin, 2009). Esto hizo muy relevante discernir cuales
de los efectos observados al modular esta via en el circuito PDF eran producto de un
desarrollo alterado y cuéales obedecian a un efecto agudo de la funcién de la via en el
estadio adulto. Una de las observaciones mas trascendentes realizadas a lo largo de
esta tesis fue el hecho de lograr modular el periodo de la actividad locomotora al
aumentar los niveles de expresion de schnurri s6lo en el estadio adulto, y en
particular en animales con 15 dias de eclosionados. La fuerza de esta observacién
radica en la posibilidad de analizar conductualmente al mismo grupo de animales
antes y después de la desregulacion y por periodos prolongados de tiempo, en lo que
constituye una prueba inequivoca del efecto del gen sobre el establecimiento del
periodo endodgeno.

Més allad del efecto comportamental, la sobreactivacion de la via en el circuito PDF
mostré otros efectos a nivel de la morfologia del circuito PDF; especificamente, la
sobreexpresion constitutiva de schnurri en el circuito PDF genera proyecciones
axonales anormalmente cortas. Estos efectos no se recapitulan al generar la
desregulacién sélo en el estadio adulto pero son en si mismo interesantes ya que
marcan un nuevo paradigma para estudiar la funcién de esta via en el sistema
nervioso central. Ademas de este efecto en el desarrollo del circuito PDF, otro
estudiante de doctorado en el laboratorio, Ezequiel Axel Gorostiza, ha demostrado un
rol central de la via de BMP en el desarrollo del circuito PDF. En estadios larvales, la
activaciéon de la via a partir de ligandos liberados por la postsinapsis del circuito PDF
(definida como el circuito que expresa el receptor de PDF; (Hyun et al., 2005; Lear et
al., 2005; Mertens et al., 2005; Shafer et al., 2008)) determina la morfologia de la
proyeccion dorsal del circuito PDF en un proceso que ademas depende del
neuropéptido PDF como sefial anterégrada (E. A. Gorostiza y M. F. Ceriani, datos no
publicados). Considerando estos experimentos y los resultados descriptos en esta
tesis, un estudiante de grado en el laboratorio, Agustin Pérez Santangelo, ha

comenzado a caracterizar la morfologia estructural producto de la interferencia para
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mad y med. Si bien la disminuciéon de los niveles de ambos factores de transcripcién
en el circuito PDF no produjo cambios a nivel comportamental, sus experimentos
preliminares sugieren que esas mismas desregulaciones provocan un efecto
estructural durante el desarrollo del circuito semejante al que caracteriza la falta de
funcion de PDF. Estas observaciones, aln preliminares, abren la provocativa
posibilidad de que la via de BMP que opera en el circuito PDF reclute distintos
elementos en distintos estadios. En conjunto, estos resultados reafirman una funcién
de la via de sefializacion en este circuito, y son un ejemplo mas de como a lo largo de
la vida de los individuos los distintos genes cumplen funciones similares pero

inmersas en procesos diferentes.

La neurotransmisién quimica en el circuito PDF

Hasta la fecha el Unico mecanismo de sefializacion caracterizado para las sLNvs es el
neuropéptido PDF. Sin embargo, existen evidencias que apuntan a que la
neurotransmision quimica podria jugar algin rol en la transmision de informacién del
momento del dia (Kilman et al., 2009; Umezaki et al., 2011; Wulbeck et al., 2009).
Ademas, el laboratorio del Dr. Meinertzhagen describié a nivel de ultraestructura la
existencia de zonas de liberacién de un neurotransmisor hasta ahora no identificado
(Yasuyama and Meinertzhagen, 2010). Aunque muchos son los esfuerzos puestos en
identificar la naturaleza de los neurotransmisores en el circuito PDF, no se ha logrado
una caracterizacion de los mismos (Chung et al., 2009; Dahdal et al., 2010; Frenkel
and Ceriani, 2011; Hamasaka et al., 2005; Johard et al., 2009; Parisky et al., 2008).

La estrategia empleada para examinar una posible contribucién de la via de BMP
sobre la transmision quimica en el circuito PDF fue analizar los efectos de la
activaciéon de la via sobre un marcador de zonas activas de neurotransmision quimica
conocido como BRUCHPILOT (Kittel et al., 2006). Los resultados obtenidos sugieren
gue la activacion sostenida de la via (aun la circunscripta a estadios adultos) resulta
en una disminucion del nimero de marcas BRP positivas en el circuito PDF, la cual
s6lo es evidente luego de varios dias de induccién, mientras que no a corto plazo.
Una dificultad al interpretar estos resultados y tratar de correlacionarlos con los
defectos comportamentales es la naturaleza misma de las observaciones. Mientras el
comportamiento es intrinsecamente dindmico y evaluado minuto a minuto, el andlisis
inmunohistoquimico es estatico. Dada la baja resolucion del analisis histoldgico
realizado en contexto de esta tesis es muy dificil correlacionar temporalmente el
aumento de periodo con el defecto del numero de zonas activas; sin embargo, el
analisis detallado del comportamiento locomotor sugeriria que el alargamiento del
periodo se evidencia casi inmediatamente (en 1-2 dias) post induccion, lo cual no

permite establecer una relacién causal entre ambos fendmenos.
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Como conclusién, parece claro que la via de BMP puede modular la neurotransmisién
quimica del circuito PDF como lo hace en la sinapsis neuromuscular (Aberle et al.,
2002; Goold and Davis, 2007; Marques et al., 2002; McCabe et al., 2003) y sera de
interés analizar el efecto por periodos mas prolongados al igual que durante todo el
desarrollo. Si bien este efecto no parece ser el componente principal de la accidon que
la via ejerce sobre el periodo enddgeno de la actividad locomotora, por el momento
se desconoce el rol de la neurotransmision quimica en este fendbmeno y por
consiguiente sera necesario desarrollar nuevas preparaciones para estudiar su

relevancia.

Interaccion entre la via de BMP vy el reloj molecular

La aproximacion experimental elegida para comenzar a indagar en los posibles
mecanismos moleculares que conectan al reloj y la via de sefalizacion mediada por
BMP fue la evaluacién comportamental en experimentos de interacciéon génica. Este
enfoque, que se basa en analizar el fenotipo resultante de dos modificaciones
genéticas con fenotipos especificos, permite poner en evidencia relaciones funcionales
entre genes o vias presumiblemente distantes. Estos experimentos mostraron que el
fenotipo de sobreexpresion de schnurri en las neuronas PDF era modulable por al
menos 4 componentes conocidos del reloj molecular: sgg, per, tim y clk, mientras
gue el factor de transcripcion VRI no fue capaz de modular ni el periodo ni la

ritmicidad.

Uno de los resultados sorprendentes que surgieron de este tipo de analisis es que la
interaccion génica entre shn y sgg generara la aparicion de ritmos complejos. La
aparicion de ritmos con mas de una componente de periodo no es una propiedad
exclusiva de Drosophila (de la Iglesia et al., 2004; Lavie, 2001), pero en ninguno de
los modelos en el que este fendmeno se ha descripto resulta trivial interpretar su
significado. Mas alla de esa limitacion, la aparicion de este fenémeno ha contribuido a
entender como los circuitos neuronales establecen ritmos circadianos coherentes. La
alteraciéon de las propiedades eléctricas de la membrana ha sido un mecanismo por el
cual se ha generado este tipo de fenotipos en Drosophila (Dahdal et al., 2010;
Nitabach et al., 2006; Sheeba et al., 2008a). Una de las principales conclusiones a las
gue se ha llegado a través de analizar el estado del reloj molecular a lo largo del dia
en animales con ritmos complejos es que el periodo no es el producto de un
fendbmeno auténomo de célula sino que emerge como una propiedad de la red
neuronal en la que los distintos componentes deben actuar de modo concertado
(Sheeba et al., 2008b). Por lo tanto, mas alla de la naturaleza molecular de la

interaccion (ver mas abajo), la interpretacién mas parsimoniosa para explicar el
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hecho que dos desregulaciones que conducen a periodo largo sin afectar la ritmicidad
generan ritmos complejos se basa en considerar al circuito neuronal que sustenta el
comportamiento como una red que se retroalimenta, y no simplemente como una
cascada jerarquica en la que las sLNVs determinan el periodo en forma auténomay lo
informan al resto de la red. En esta concepciéon las sLNVs serian determinantes del
periodo, pero los osciladores en el resto de la red seguirian funcionando y serian
sincronizables dentro de un rango particular. Al interpretar de este modo el sistema
circadiano las distintas componentes de periodo que subyacen a los ritmos complejos
obedecen a diferentes componentes de una red que ha perdido coherencia. La
componente de periodo extremadamente largo obedeceria a las neuronas PDF cuyo
reloj corre muy lento, el componente cercano a 24 horas obedeceria al resto de la
red, mientras que la componente de periodo corto podria surgir de alguno de los
grupos neuronales que, se sabe, presentan oscilaciones moleculares aceleradas pero
que en condiciones normales son sincronizadas por las sLNVs (Lin et al., 2004;
Stoleru et al., 2005).

Respecto a la identidad molecular de la interaccion entre sgg y shn, es posible
proponer dos alternativas teniendo en cuenta las funciones conocidas de SGG en el
reloj molecular, y en la via de sefalizacion de BMP y Wnt. La funcién descripta para
sgg en el reloj molecular se centra en la promocién de la translocacion del dimero
PER/TIM al nicleo, mientras que su rol como nodo entre las vias de BMP y Wnt es la
de fosforilar a MAD en el dominio bisagra y restringir su funciéon en el nucleo (en
definitiva reduciendo su actividad). Los experimentos de interaccion entre la
sobreactivacion de la via de BMP y la bajada de los niveles transcripcionales de sgg

ARNi

(utilizando el genotipo pdfG4>shn,sgg™") pueden interpretarse como un sinergismo
de estas dos acciones a cualquiera de los dos niveles de accion descriptos para SGG.
Si se parte del hecho de que SGG es un regulador positivo de la entrada de PER y
TIM al nacleo, y la via de BMP actia negativamente sobre los niveles de PER y TIM,
los periodos extremadamente largos y la aparicién de ritmos complejos puede
interpretarse como un reloj molecular retardado en dos puntos de regulacion que
definen su periodo. Por otro lado, al basar el analisis en la regulacion que SGG ejerce
sobre MAD, los resultados pueden interpretarse como un doble efecto que converge
sobre MAD en las neuronas PDF positivas: la coocurrencia de mayores niveles de SHN
con una mayor proporcion de MAD menos fosforilada en el dominio bisagra lograrian
una inhibicibn mas eficiente de los componentes del reloj controlados

transcripcionalmente por la via de sefializacién, lo cual conllevaria a generar retrasos

aun mayores (Figura 51).

110



Discusion y conclusiones

@

> . per
~( 3. tim I~
- G - — -
= " — per
sk - D - — -
tim

nucleo citoplasma

Figura 51. Esquema propuesto para la inte raccién de la via de BMP con el reloj
molecular. La via de BMP ejerce un tono inhibitorio sobre la transcripcién de clk, per y/o tim
de modo directo o indirecto que se ve reflejado en los niveles de PER y TIM. Por su parte la
accion de SGG, ademés de la funcion ya descripta sobre la translocacion de PER y TIM al
nucleo, podria regular negativamente la activacion de MAD a través de la fosforilacion de su
dominio bisagra.

Estas conclusiones se sostienen al analizar los experimentos de interacciones génicas
gue implicaron tanto la sobreexpresién como la disminucion de los niveles de sgg en

contexto de la activacion de la via en las neuronas PDF positivas.

La determinacién del periodo enddégeno por parte de las sLNvs depende de un
equilibrio entre transcripcion, traduccion, regulacion postraduccional, degradacion y
localizacién subcelular entre otros procesos que determinan el funcionamiento
celular. Los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo demuestran que, en ese
grupo neuronal, SHN regula la tasa de acumulacion de PER pero no sus niveles
totales y que el efecto comportamental que eso acarrea es susceptible de ser
revertido tanto por la proteina PER como por la adicion de una copia extra del locus

genomico.

En la introduccidn se menciond como es que diferentes alteraciones del balance en la
abundancia de las moléculas centrales para el reloj conducen a cambios en el periodo
endogeno. La dicotomia existente entre aumentar la dosis génica de per y aumentar
los niveles de PER de modo independiente de su promotor (y por lo tanto no

regulable por los procesos endégenos, ver introduccidon, pagina 21) permitid
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profundizar el rol de SHN en el control del comportamiento. Por un lado, que dos
fenotipos de periodo largo como son los generados por la sobreexpresiéon tanto de
SHN como de PER en las sLNVs genere periodos cercanos a las 24hs muestra una
clara interaccién entre las vias de sefalizacion. PER tiene una funcién inhibitoria
dentro del ciclo de retroalimentacion negativa que establece el periodo endégeno
(reprime su propia transcripcion) por lo que niveles constitutivamente elevados de
PER enlentecen el paso de las oscilaciones moleculares sin detener el reloj; y la
misma funcion inhibitoria, pero a otro nivel, se propone para SHN y la via de BMP. Si
la via actuase sobre los niveles de proteina PER el sinergismo deberia llevar a
periodos aln mas largos; por el contrario, el hecho de revertir el fenotipo indica que
SHN afecta la acumulacion de PER en un punto previo; y dado que se trata de un
factor regulatorio de la transcripcién la interpretacion mas parsimoniosa se centra en
ese paso regulatorio. Los experimentos realizados con la transgénica perG, si bien
pueden explicarse como un simple efecto aditivo (un periodo largo sumado a uno
corto da como resultado periodos intermedios) también puede interpretarse como
una reversién del fenotipo de sobreexpresién de shn generado por el agregado de los
sitios que la via controla (aunque sea indirectamente) sobrepasando su capacidad
regulatoria. Queda aun por demostrar que la modulaciéon generada por el agregado
de una copia extra del locus de per es dependiente de la dosis y modulable por
mayores niveles de SHN, lo cual reforzara la hip6tesis recién mencionada.

Por otra parte, los experimentos realizados modulando los niveles de clk apoyan esta
posibilidad. El rescate del fenotipo de sobreexpresion de shn por parte de clk, el
principal regulador positivo de la transcripcion de per, sugiere fuertemente que los
fenotipos observados provienen de una deficiencia en los niveles de ARNm de per en

lugar de una reduccién del producto proteico en si mismo.

Como ya se menciond en la secciéon de resultados, el hecho de observar una
interaccion tanto con per como con tim permite proponer que la via no
necesariamente tiene un efecto directo sobre estos componentes. Sin embargo, y
gracias a la existencia de herramientas apropiadas para evaluarlo, fue posible
demostrar que schnurri ejerce, probablemente de modo indirecto, una regulacién
transcripcional negativa sobre ambos loci. Esto se ve reflejado en un retraso en la
acumulacién de PER en las sLNvs, que a su vez conduciria a la alteracion
comportamental de periodo. De hecho, la interaccion génica entre shn y clk revelada
en los experimentos comportamentales abre la provocativa posibilidad que el efecto
indirecto sobre per y tim sea producto de una regulaciéon negativa de la via sobre su
modulador directo, clk. De todos modos, los resultados presentados hasta el

momento no permiten definir si dicha regulacion es directa o no (Figura 51).
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En este sentido cabe destacar que se ha intentado, sin éxito, identificar en los genes
que componen el oscilador molecular los dominios regulatorios de la transcripcion
definidos para la via de BMP (Figura 7), los cuales provienen de genes blanco

involucrados en el desarrollo embrionario y larval.

Por lo tanto, este trabajo propone un nuevo nivel de regulaciéon al funcionamiento del
reloj molecular circadiano, y por consiguiente a la regulacion de un gran numero de
procesos fisioldgicos. La conservacion evolutiva tanto de la via de TGFp como del reloj
circadiano en el reino animal abre la puerta a extender el analisis de estas

interacciones a otros modelos animales.
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