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Rol del neuropéptido PDF en la adquisición y el mantenimiento de la estructura del 

circuito PDF 

 
 
 

La ritmicidad comportamental en Drosophila es sostenida por una red neuronal que 

en el cerebro adulto comprende alrededor de 150 neuronas. Entre éstas, las sLNv han 

demostrado ser esenciales para el control de la actividad rítmica. Desde el punto de vista 

circadiano, las sLNv tienen dos características sobresalientes: expresan el neuropéptido 

PDF, y atraviesan cambios estructurales circadianos en sus terminales axonales, proceso 

denominado plasticidad estructural. En esta tesis estudiamos qué otros cambios ocurrían 

concomitantes con la plasticidad estructural. Encontramos que ésta es acompañada por 

aumentos en el número de sinapsis y disponibilidad de vesículas en momentos de mayor 

complejidad del árbol axonal, que luego caen durante la fase de menor complejidad. 

Además demostramos que la plasticidad estructural depende de los niveles de PDF y a raíz 

de este análisis descubrimos un nuevo rol para PDF durante el desarrollo de las sLNv. La 

arquitectura adulta de las sLNv necesita que PDF actúe sobre su postsinapsis temprano en 

el desarrollo larval, proceso que requiere su receptor canónico. Sin embargo, la ausencia 

de PDF produce defectos presinápticos evidentes luego de la metamorfosis. 

Comprobamos que previo a la metamorfosis la postsinapsis libera GBB, quien actúa como 

señal retrógrada sobre las sLNv y promueve el correcto desarrollo del circuito. La ausencia 

de cualquier componente de la vía de GBB genera defectos semejantes o peores a la 

ausencia de la vía de PDF. De esta manera revelamos un nuevo mecanismo que provee un 

“marcado” temprano de blancos sinápticos que guiarán más tarde en el desarrollo el 

refinamiento neuronal presináptico. 

 

Palabras claves: Drosophila, plasticidad estructural, cambios sinápticos, Pigment 

Dispersing Factor (PDF), Glass Bottom Boat (GBB), desarrollo de circuitos, refinamiento de 

circuitos, marcado de blancos sinápticos, metamorfosis.  
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Role of the PDF neuropeptide in the acquisition and maintenance of the PDF circuit 

structure 

 
 
 
 

 
Rhythmic locomotor activity in Drosophila is sustained by a neuronal network in the 

adult brain comprised of around 150 neurons. Among them, the sLNvs are considered 

essential for behavioral rhythmicity. The sLNv have two distinctive characteristics, they 

express PDF and their axonal arborization changes its shape in a circadian fashion, in a 

process called structural plasticity. In this thesis we decided to characterize in more depth 

this remodeling process and assess whether it is accompanied by other changes. We 

found that a higher structural complexity coexist with a higher number of synapses and 

releasable vesicles. On the other hand, at times of less complex axonal arborization the 

number of synapses and releasable vesicles decrease. We also found that the structural 

plasticity depends on PDF levels. Surprisingly, as we were evaluating this dependence we 

uncovered a new role for PDF in sLNv development. We showed that mature sLNv circuits 

require PDF signaling during early development, acting through its cognate receptor PDFR 

at postsynaptic targets. Yet, axonal defects by PDF knockdown are presynaptic and 

become apparent only after metamorphosis. At the end of larval stage postsynapses 

release GBB, which acts as a retrograde signal through its canonic pathway in the sLNv. 

Downregulation of GBB signaling components restricted to sLNv give rise to morphological 

defects sometime worse than the observed in pdf
01. Thus, we have uncovered a novel 

mechanism that provides an early “tagging” of future synaptic targets that will guide 

circuit refinement later in development.  

 

Key words: Drosophila, structural plasticity, synaptic changes, Pigment Dispersing 

Factor (PDF), Glass Bottom Boat (GBB), circuit development, circuit refinement, synaptic 

targets tagging, metamorphosis. 



 
 

En algún lugar debe haber un basural donde están amontonadas las explicaciones. 

Una sola cosa inquieta en este justo panorama: lo que pueda ocurrir el día en que 

alguien consiga explicar también el basural. 

“Destino de las explicaciones”, Julio Cortázar. 

 

 

“El error más grave que ha cometido la humanidad en la era moderna ha sido 

confundir el conocimiento con la sabiduría. El conocimiento en sí puede ser utilizado tanto 

para fines benéficos, como maléficos. (...) La sabiduría, por el contrario, conduce 

infaliblemente a la felicidad. Por ello, la misión de la educación debe ser estimular y liberar 

la sabiduría inherente a los niños y a los jóvenes; es decir, debe concentrarse en hacer 

surgir el potencial que tienen todas las personas y no, en forzarlas a adaptarse a un 

modelo establecido.” 

Jōsei Toda 

 

 

"Para alcanzar el conocimiento, añade cosas todos los días. Para alcanzar la 

sabiduría, quita cosas todos los días." 

Lao Tse 

 

 

“Los que no se mueven, no se dan cuenta de sus cadenas.” 

Rosa Luxemburg 
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Abreviaturas 
 

°C Grados centígrados 

2D 2 dimensiones 

5-sLNv Quinta sLNv (no expresa PDF) 

Act Activin 

Ad Adulto 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

AMP Adenosín monofosfato 

ANOVA Análisis de la varianza 

ARNi Ácido ribonucleico de interferencia 

ARNm Ácido ribonucleico mensajero 

Babo Baboon 

BMP Bone morphogenetic protein 

Brp Bruchpilot 

BSA Albumina de suero bovino 

CCAP Crustacean cardioacceleratory peptide 

Cha Colinacetiltransferasa 

cm Centímetro 

cm3 Centímetro cúbico 

CO2 Dióxido de carbono 

CP Cuerpos pedunculados 

Cry Cryptochrome 

CSP Cysteine string protein 

CT Tiempo circadiano 

Daw Dawdle 

DLG Disc-large 

DN Neuronas dorsales 
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DPP Decapentaplegic 

EcR Receptor de Ecdisona 

EcR
ARNi

 ARNi contra EcR 

EcR-B1 Receptor de ecdisona de tipo B1  

F1 Primera generación del cruzamiento 

GBB Glass bottom boat  

GFP Green fluorescent protein 

g Gramo 

GS Gene Switch (versión inducible de GAL4) 

h Hora 

IgG Inmunoglobulina G 

ITP Ion transport peptide 

L1 Estadio larval 1 
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L3-ta Estadio larval 3 tardío 

L3-te Estadio larval 3 temprano 
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Med Medea 

med
ARNi
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pdf
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1.1- El reloj circadiano 

La tierra está en continuo movimiento, desplazándose y girando sobre su eje. La 

traslación y rotación de la tierra imponen cambios periódicos en la iluminación, 

temperatura y otras variables ambientales del planeta, a los cuales sus habitantes se ven 

expuestos. Los procesos evolutivos han favorecido la selección de adaptaciones a estos 

cambios sucesivos y repetitivos. Los relojes circadianos son la respuesta evolutiva a los 

cambios cíclicos con períodos de 24 h que ocurren en la tierra debido a su rotación. De las 

adaptaciones de los seres vivos a las variaciones ambientales del planeta, la aparición de 

un reloj endógeno capaz de acoplarse a la alternancia entre el día y la noche es una de las 

más antiguas y conservadas a través de la evolución. Estos osciladores biológicos, diversos 

y similares a la vez, proveen a los organismos de una estructura temporal que les permite 

optimizar su energía y recursos en función del momento del día. La ventaja adaptativa que 

representa el poseer un reloj funcional ha sido demostrada experimentalmente en 

cianobacterias (Ouyang et al., 1998) y en Drosophila (Beaver et al., 2002). 

1.1.1- Propiedades de los relojes circadianos 

Los relojes circadianos están definidos en base a cuatro propiedades canónicas. Sus 

oscilaciones persisten en condiciones ambientales constantes, o sea en condiciones de 

libre curso, indicando la presencia de un reloj auto-sostenido. Esas oscilaciones poseen un 

período aproximado de 24 h, de donde proviene su nombre (del latín; circa: cerca, dies: 

día). Estos relojes pueden ser sincronizados por determinadas claves ambientales como 

pueden ser la luz y la temperatura. Por último, los relojes se caracterizan por poseer 

mecanismos de compensación a cambios de temperatura, los cuales posibilitan que el 

período de las oscilaciones no se modifique al variar la misma dentro de un rango 

fisiológico, el cual es diferente para cada especie. 

1.1.2- Drosophila y los ritmos circadianos 

Drosophila es sin dudas uno de los animales modelo más ampliamente utilizado en 

la actualidad. El primero en criarlas en grandes cantidades fue el entomólogo C. W. 

Woodworth alrededor de 1900. Éste le sugirió a W. E. Castle que Drosophila podría ser un 

excelente modelo para estudios genéticos (biografía de T.H. Morgan, página oficial del 



 

 18 

Premio Nobel). Así, Castle fue el primero en utilizarla como herramienta de 

experimentación y organismo modelo. Su obra inspiró a T. H. Morgan a elegirla para los 

trabajos que le valdrían el Premio Nobel en 1933.  

A finales de la década del 60, Seymour Benzer revolucionó el campo de la genética 

del comportamiento con la ayuda de Drosophila como modelo experimental. Su 

laboratorio aisló mutantes comportamentales con variados fenotipos, como por ejemplo, 

defectos en visión, locomoción, sensibilidad al estrés y ritmos circadianos (Benzer, 1971). 

Dentro del laboratorio de S. Benzer, fue Ron Konopka quien se interesó en entender cómo 

la luz controlaba el comportamiento de los animales. Estudiando el comportamiento de 

emergencia del pupario, Konopka y Benzer identificaron tres alelos de un mismo gen que 

abarcaban los tres fenotipos básicos característicos de los ritmos circadianos: período 

largo, período corto y arritmicidad (Konopka y Benzer, 1971). Con el esfuerzo de otros 

grupos, este gen denominado period (per), constituyó el primer caso en el que un gen se 

vinculaba directamente a un fenotipo comportamental (Bargiello et al., 1984; Zehring et 

al., 1984). 

Desde aquel trabajo de Konopka y Benzer, Drosophila ha sido una de las 

herramientas más importantes para la cronobiología. Entre el abanico de 

comportamientos circadianos fácilmente medibles en condiciones de laboratorio se 

encuentran la emergencia del pupario (Konopka y Benzer, 1971), la oviposición (Howlader 

et al., 2006; Howlader y Sharma, 2006), la sensibilidad olfativa (Krishnan et al., 1999) y 

ciertos aspectos del cortejo (Fujii et al., 2007; Fujii y Amrein, 2010), entre muchos otros. 

Pero sin duda el más ampliamente estudiado de todos ha sido la actividad locomotora, ya 

que existen sistemas automatizados de evaluación comportamental. 

Drosophila es un animal crepuscular y, como tal, presenta dos picos de actividad, 

uno por la mañana y otro al atardecer. Ambos están precedidos por una fase anticipatoria 

y están separados entre sí por una etapa de baja actividad durante el día. Esta última se 

hace más evidente en los machos.  

Para que el reloj endógeno se manifieste es necesario aislar al individuo de todas las 

claves ambientales. Cuando esto se lleva a cabo con Drosophila, el comportamiento 
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observado remeda el anteriormente descripto, con pequeñas variaciones. En estos casos, 

se evidencia un pequeño aumento de la actividad en torno al momento en el cual el día 

debería comenzar (inicio del día subjetivo), luego un período de actividad más o menos 

constante, para volver más tarde a un nuevo aumento de la actividad, pero esta vez más 

pronunciado, al comienzo de la noche subjetiva.  

1.1.3- El reloj molecular en Drosophila. 

Analizando genéticamente la actividad locomotora circadiana de Drosophila se ha 

logrado identificar la existencia de dos ciclos transcripcionales de retroalimentación 

negativa, fundamentales para la generación y el mantenimiento del reloj circadiano en 

Drosophila.  

El primer ciclo (Figura 1) está compuesto por dos proteínas de unión a ADN que 

estimulan la transcripción de sus propios represores. Retrasos temporales entre la 

activación y la represión generan las oscilaciones de 24 h sobre las que se sustenta el reloj. 

Específicamente, el heterodímero CLOCK/CYCLE (CLK/CYC) activa la transcripción de 

timeless (tim) y per, los cuales tienen su pico máximo al inicio del día subjetivo. Las 

proteínas TIM y PER se acumulan y forman un dímero en el citoplasma a lo largo de la 

noche, el cual junto con la quinasa DOUBLETIME transloca al núcleo hacia la medianoche, 

en un proceso regulado por la proteína quinasa SHAGGY (Martinek et al., 2001). Una vez 

en el núcleo PER y TIM se unen a CLK/CYC, inhibiendo su unión al ADN y la activación de la 

transcripción (Figura 1). 
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Figura 1. Primer ciclo de retro-
alimentación negativa. CLK/CYC se 
une a los elementos E-box de los 
promotores de per y tim activando 
su transcripción. Las proteínas 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 núcleo, 
donde reprimen la actividad de 
CLK/CYC. La hiper-fosforilación de 
PER y TIM lleva a su unión con la E3 
ubiquitina ligasa SLIMB, llevando a 
su ubiquitinación y posterior 
proteólisis en el proteasoma 26S. 
Proteolysis: proteólisis. Tomado de 
Ravi Allada and Brian Y. Chung; Annu 
Rev Physiol (2010). 

CLK/CYC también funciona como activador transcripcional de un segundo ciclo 

entrelazado con el primero, el cual es importante para asegurar la fase y amplitud del 

oscilador, y sus vías de salida (Figura 2). En este ciclo, el dímero CLK/CYC activa 

directamente la transcripción de Par domain protein 1 (Pdp1) y vrille (vri), dos reguladores 

transcripcionales cuyos productos proteicos se unen al promotor de clk pero con 

funciones opuestas; mientras que VRI inhibe la transcripción de clk, PDP1 la estimula. La 

acumulación retrasada de PDP1 respecto de VRI establece el ritmo de acumulación de clk, 

el cual es antifásico respecto de per y tim. Los dos ciclos interconectados logran establecer 

un período endógeno muy cercano a 24 h.  

 



 

 21 

 

Figura 2. Segundo ciclo de retroalimentación negativa. CLK/CYC, además de unirse a los elementos 
E-box de los promotores de per y tim, activa los genes clockwork orange (cwo), pdp1, y vri a través 
del mismo elemento. PDP1 activa la transcripción de clk, mientras que VRI compite con PDP1 para 
reprimir la expresión de clk. Por su parte, CWO reprime la activación mediada por CLK/CYC, 
confiriendo robustez a las oscilaciones transcripcionales. P/V: sitio de unión al ADN para PDP y VRI. 
Tomado de Allada y Chung. Annu Rev Physiol (2010). 

A través de las vías de entrada, las claves ambientales (denominadas globalmente 

“zeitgebers” -del alemán, dadores de tiempo-) pueden entrenar al oscilador. La más 

importante es la luz (Helfrich-Forster, 2002), pero el reloj circadiano puede ser entrenado 

también por zeitgebers tan variados como la temperatura (Glaser y Stanewsky, 2007), 

claves sociales (Levine et al., 2002) y el magnetismo terrestre (Yoshii et al., 2009). En 

condiciones normales, cuando los zeitgebers sincronizan al reloj molecular, se utiliza la 

denominación “zeitgeber time” (ZT) para referirse al tiempo pasado desde la última 

transición en el zeitgeber. Así, por ejemplo, en el caso de la luz, se utiliza ZT para referirse 

al tiempo transcurrido desde la última transición oscuridad-luz, y usualmente es indicado 

en horas tiempo. Por ejemplo, ZT2 indica que pasaron 2 h desde que la luz se prendió. De 

manera similar, en condiciones de libre curso se utiliza la denominación “circadian time” 

(CT) para referirse al tiempo transcurrido desde el momento en que debería haber 

ocurrido la transición. En el caso de la luz, CT2 indicaría que transcurrieron 2 h desde que 

la luz debería haberse encendido. 

Las moscas poseen tres órganos fotoperceptivos: los ojos compuestos, los ocelos y 

el órgano de Hofbauer–Buchner (HB). Estos órganos forman parte de las vías de entrada 

de la información lumínica. Pero el principal mecanismo sincronizador es autónomo de 

célula y recae en el pigmento fotosensible a la luz azul CRYPTOCHROME (CRY) (Emery et 
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al., 1998; Stanewsky et al., 1998). CRY es una proteína activable por luz que promueve la 

degradación de TIM (Ceriani et al., 1999; Busza et al., 2004); para esto la luz induce un 

cambio conformacional en CRY que facilita su unión a TIM. La falta de TIM vuelve 

inestable a PER debido a que queda expuesta a la fosforilación por parte de DBT (Price et 

al., 1998; Kloss et al., 2001). 

1.1.4- La red neuronal circadiana 

Muchas de las hoy conocidas como neuronas reloj fueron identificadas utilizando 

anticuerpos contra proteínas centrales del reloj circadiano (Helfrich-Forster, 1995; Kaneko 

et al., 1997). Actualmente se conocen unas 150 neuronas en el cerebro adulto de 

Drosophila melanogaster que expresan PER y TIM, lo cual define que se las conozca como 

“neuronas reloj”. Estas neuronas reciben sus nombres en función de su posición en el 

cerebro, tamaño y patrón de expresión génica. Así podemos encontrar dos grandes 

grupos, las neuronas laterales y las neuronas dorsales (LN y DN respectivamente, por sus 

siglas en inglés). Las DN se subdividen a su vez en tres subgrupos a cada lado del cerebro, 

DN1 (15 neuronas), DN2 (2 neuronas) y DN3 (40 neuronas). Por otro lado, las LN están 

formadas por cuatro pequeños subgrupos, también ubicados a cada lado del cerebro. 

Estos subgrupos están conformados por 3 a 4 neuronas posteriores laterales, 6 neuronas 

laterales dorsales, 5 neuronas laterales ventrales pequeñas y 4 neuronas laterales 

ventrales grandes (LPN, LNd, sLNv y lLNv respectivamente, por sus siglas en inglés; Figura 

3). De las 5 sLNv, 4 expresan el neuropéptido Pigment Dispersing Factor (PDF), al igual que 

las lLNv (ver sección 1.1.5), la restante sLNv es conocida como la quinta sLNv (5-sLNv) y no 

lo expresa. 
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Figura 3. Esquema del cerebro de una mosca adulta en el que se resaltan las neuronas reloj con 
sus somas y sus proyecciones. Medulla: médula, Compound Eye: ojo compuesto, aMe: médula 
accesoria, Ocelli: ocelos, DN3: neuronas dorsales 3, LNd: neuronas laterales dorsales, l-LNv: 
neuronas laterales ventrales grandes, s-LNv: neuronas laterales ventrales pequeñas, H-B: órgano 
de Hofbauer-Buchner, R7/8: fotorreceptores 7 y 8, R1-6: fotorreceptores 1 a 6. Tomado de 
Helfrich-Förster et al., The journal of Comparative Neurology (2007). 

Durante el estadio larval, el circuito circadiano es más simple en cuanto a sus 

componentes (Figura 4). La red se encuentra compuesta tan sólo por 2 DN1, 2 DN2, 4 sLNv 

y una 5-sLNv a cada lado del cerebro (Helfrich-Forster, 1995; Kaneko et al., 1997; Klarsfeld 

et al., 2011). 
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Figura 4. Red circadiana en la larva y sus vías de entrada para la clave ambiental lumínica. La larva 
cuenta con un circuito circadiano reducido en número. Sólo se aprecian 2 DN1, 2 DN2, 4 sLNv y la 
5-sLNv en cada hemisferio. Tanto las DN1 como las sLNv PDF positivas expresan Cry y pueden 
percibir la luz a través de él. Las 4 sLNv PDF positivas poseen además inervación directa del 
sistema visual a través de células que expresan la rodopsina 5 ó 6 (RH5 y RH6 respectivamente). 
Las DN2 por otro lado requieren de la liberación de PDF por las sLNv para entrenarse por luz. 
Tomado de Klarsfeld et al., The Journal of Neuroscience (2011). 

A pesar de conocerse varios componentes neuronales de este sistema, poco se 

conoce de la conectividad entre ellos o qué neurotransmisores o neuropéptidos poseen. El 

primer neuropéptido identificado fue PDF (ver sección 1.1.5). Como se mencionó antes, 

éste es expresado por 4 sLNv, pero también por las 4 lLNv a cada lado del cerebro 

(Helfrich-Forster, 1995). Las sLNv PDF positivas también expresan el neuropéptido F 

pequeño (sNPF), mientras que la 5-sLNv se ha visto que expresa Ion Transporter Peptide 

(ITP) y Colinacetiltransferasa (Cha), por lo que se infiere que también puede estar 

liberando Acetilcolina (Johard et al., 2009). Por su parte, las LNds presentan una 

heterogeneidad que incluye dimorfismo sexual, en el cual los machos expresan NPF en 

tres de ellas. Una de estas neuronas expresa también ITP, mientras que dos de las otras 

expresan sNPF y Cha (Johard et al., 2009). De la restante no se conoce neuropéptido o 

neurotransmisor. Poco se sabe del resto de las neuronas que conforman la red, salvo que 

dos DN1 expresan el neuropéptido IPNamida (Shafer et al., 2006) (Figura 5).  
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Figura 5. Neuropéptidos y neurotransmisores conocidos de la red circadiana. Los distintos colores 
refieren a las proteínas o neuropéptidos expresados en cada célula. Cryptochrome (CRY): Amarillo, 
Pigment dispersing factor (PDF): verde, Neuropéptido F pequeño (sNPF): azul, Neuropéptido F 
grande (NPF): rojo, Ion transport peptide (ITP): gris, Colinacetiltransferasa (Cha): violeta e 
IPNamida: naranja. Las células cuyos transmisores no se conocen están indicadas en negro. 
Tomado de Peschel y Helfrich-Förster, FEBS Letters (2011). 

1.2- El circuito PDF 

1.2.1- Su relevancia circadiana 

Existe un grupo de neuronas reloj que se destacan por su relevancia sobre el control 

de la ritmicidad de la actividad locomotora: las LNv PDF positivas (Renn et al., 1999a). Se 

diferencian del resto por expresar el neuropéptido PDF (Helfrich-Forster, 1995), el cual es 

esencial para la ritmicidad comportamental. Mutantes nulos de PDF (pdf
01) poseen 

fenotipos muy característicos en ausencia de claves ambientales, donde gran parte de la 

población se vuelve arrítmica mientras que algunos exhiben un acortamiento de 

aproximadamente una hora en su período (Renn et al., 1999a). Estos mismos fenotipos 

han sido observados en mutantes para el receptor de PDF (PDFR, han
5304) (Hyun et al., 

2005; Im et al., 2011). Como se describió en la sección anterior, las LNv PDF positivas 
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pueden dividirse en 4 sLNv y 4 lLNv. Las sLNv envían sus proyecciones axonales en forma 

fasciculada hacia la región dorsal del cerebro (Helfrich-Forster, 1995, 1997), donde se 

encuentran las DN1 y la pars intercerebralis (PI), un área compuesta por neuronas del 

sistema neuroendócrino. Por otro lado, las lLNvs proyectan sus axones fasciculados 

contralateralmente e inervan el lóbulo óptico (Figura 6).  

 

Figura 6. Proyecciones individuales de las LNv. Se muestran las proyecciones de una sLNv a cada 
lado del cerebro (en naranja y rojo). Lo mismo ocurre con las lLNv (en este caso en gris y negro). 
POT: tracto óptico posterior; MeA: médula accesoria; LO: lóbulo óptico. Adaptado de Helfrich-
Förster et al., The journal of Comparative Neurology (2007) 

Si bien tanto las lLNv como las sLNv expresan PDF, es su expresión en las últimas la 

que posee un efecto en la ritmicidad comportamental. Tal vez una de las formas más 

claras de comprobarlo es la comparación del análisis del comportamiento locomotor en 

ausencia de claves ambientales entre Drosophila melanogaster y Drosophila virilis. Ésta 

última, a diferencia de D. melanogaster, no expresa PDF en las sLNv pero sí en las lLNv, y 

su comportamiento es muy similar al que se observa en los mutantes pdf
01 (Bahn et al., 

2009). 

Las sLNv son consideradas, por lo tanto, el marcapasos central de Drosophila. La 

ausencia de estas neuronas provoca fenotipos comparables a los del mutante pdf
01, pero 
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la sola presencia de las proyecciones derivadas de una de ellas en el protocerebro dorsal 

promueve una actividad locomotora circadiana semejante a la de un individuo salvaje 

(Helfrich-Forster, 1998). Ellas ponen en fase a la mayoría de los osciladores en el cerebro 

(Stoleru et al., 2005) y son indispensables para el sostenimiento del comportamiento 

rítmico en oscuridad constante (Grima et al., 2004; Stoleru et al., 2004). Todo esto está 

mediado en parte por la liberación de PDF, quien comanda la sincronización interna de la 

red en condiciones de libre curso (Lin et al., 2004; Lear et al., 2009). Se ha visto que la 

marca inmunoreactiva de PDF oscila en las terminales dorsales de las sLNv y que esta 

oscilación depende del control del reloj molecular circadiano (Park et al., 2000). Sin 

embargo, ni el ARNm, ni la reactividad de PDF oscilan en el soma, por lo que se asume que 

diversos mecanismos deben estar gobernando la acumulación y/o secreción de PDF desde 

las terminales axonales de las sLNv.  

1.2.2- La plasticidad estructural 

Las oscilaciones en los niveles de PDF no son los únicos cambios circadianos que 

ocurren en las terminales dorsales de las sLNv. En 2008 nuestro laboratorio demostró que 

las proyecciones dorsales muestran cambios morfológicos entre el día y la noche 

(Fernandez et al., 2008). Durante el día las arborizaciones dorsales del circuito se 

encuentran en una configuración más compleja, en lo que parece ser un aumento en el 

número de neuritas o la desfasciculación de las existentes y lo denominamos como un 

circuito “abierto” o complejo. Por la noche, por el contrario, las arborizaciones pierden esa 

complejidad y adoptan una configuración denominada por nosotros como “cerrada” 

(Figura 7). Esta oscilación en la estructura no puede evidenciarse en mutantes para 

proteínas centrales del reloj, como per
01 y tim01 (Fernandez et al., 2008), lo cual refrenda 

que es un fenómeno controlado por el reloj biológico. 
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Figura 7. Ejemplo de plasticidad estructural en ciclos controlados de luz y oscuridad. 
Inmunohistoquímica contra PDF y GFP (Green Fluorescent Protein –Proteína Fluorescente Verde-) 
en líneas transgénicas que expresan una versión de GFP dirigida a membrana bajo el promotor de 
PDF; la expresión específica se logra mediante la herramienta GAL4/UAS (ver sección 2.1.4). Se 
puede apreciar que dos horas después de encendida la luz (ZT2) el árbol axonal presenta una 
mayor complejidad que dos horas después de apagada (ZT14). Tomado de Fernández et al., Plos 
Biology (2008). 

1.3- Desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso 

1.3.1- Morfógenos 

El desarrollo de un tejido involucra diversos procesos que pueden ir desde la 

proliferación y diferenciación celular hasta la migración. Entre los muchos actores que 

intervienen para que esto ocurra orquestada y sincrónicamente se encuentran los 

morfógenos. El término morfógeno se utiliza para referirse a un tipo particular de 

moléculas de señalización cuya acción se produce a una cierta distancia de su fuente de 

origen, y la célula blanco responde a esa señal dependiendo de la concentración de la 

molécula (Wolpert, 1969). La señal morfogenética emana desde una determinada fuente y 

se esparce a lo largo del tejido estableciendo un gradiente. Las células competentes para 
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la señal responden induciendo diferentes genes dependiendo de la concentración del 

morfógeno.  

Dentro de los ejemplos clásicos de este tipo de moléculas se encuentran péptidos de 

la vía de Wnt, como Wingless (Wg), y de la superfamilia de Transforming Growth Factor-β 

(TGFβ), como Decapentaplegic (Dpp), perteneciente a la vía de Bone Morphogenetic 

Protein (BMP) en Drosophila. Los morfógenos y sus cascadas de transducción de señales 

están presentes en casi todos los metazoos, constituyendo componentes homólogos tanto 

en estructura proteica como en función (Cheyette y Moon, 2003; Wu y Hill, 2009; Murat 

et al., 2010). Los mismos son de suma importancia para la determinación del destino 

celular y la polarización durante el desarrollo (Perrimon et al., 2012). Además se ha 

encontrado que en etapas posteriores del desarrollo varios de estos morfógenos y sus vías 

de señalización son claves para el guiado axonal y la formación de las sinapsis (Salinas, 

2003; Marques y Zhang, 2006; Bayat et al., 2011). En Drosophila la vía de TGFβ tiene 

especial relevancia también durante la metamorfosis. En este proceso la vía es importante 

para la reestructuración de los circuitos existentes en la larva que serán reutilizados en el 

estadio adulto (Zheng et al., 2003; Awasaki et al., 2011).  

1.3.2- La superfamilia de TGFβ en Drosophila 

En 1982 se aisló por primera vez TGFβ (Anzano et al., 1982), quien daría luego el 

nombre a una superfamilia de proteínas solubles consideradas vitales para el desarrollo y 

mantenimiento de la homeostasis en metazoos (Feng y Derynck, 2005). Los ligandos de 

esta superfamilia y sus vías de señalización están extremadamente conservados a lo largo 

de la evolución  (Lelong et al., 2001; Samuel et al., 2001; Sorrentino et al., 2012) y regulan 

eventos celulares tan diversos como crecimiento, adhesión, migración, apoptosis y 

diferenciación. La superfamilia de TGFβ incluye diversas subfamilias: TGFβ propiamente 

dicho, BMP, Nodals, Activins y la hormona anti-Mulleriana (Moustakas y Heldin, 2009; 

Santibanez et al., 2011).  

En Drosophila se conocen hasta el momento 7 miembros de la superfamilia de TGFβ 

(Figura 8). Decapentaplegic [Dpp, (Panganiban et al., 1990)] y Screw [Scw, (Arora et al., 

1994)], son homólogos de BMP y están involucrados en la determinación del eje 
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dorsoventral y diferenciación de los discos imaginales como el del ala (Affolter y Basler, 

2007). Otro miembro de la subfamilia BMP es Glass Bottom Boat [GBB, (Khalsa et al., 

1998)], quien regula la diferenciación celular en el cerebro y el disco del ala (Bangi y 

Wharton, 2006; Goold y Davis, 2007). La subfamilia de Activin se encuentra representada 

por dActivin [Act, (Kutty et al., 1998)] y Dawdle [Daw, (Parker et al., 2006)]. Estos son 

ligandos con roles en tejidos específicos como el cerebro de la larva, donde regulan la 

proliferación neuronal (Zhu et al., 2008). Los dos miembros restantes de la superfamilia 

son Maverick [Mav, (Nguyen et al., 2000)] y Myoglianin [Myo, (Lo y Frasch, 1999)], de los 

cuales se conoce su patrón de expresión en endodermo y mesodermo, pero poco se sabe 

de sus funciones. Myo ha sido recientemente implicado en la remodelación axonal que 

ocurre en ciertas estructuras del cerebro de Drosophila durante la metamorfosis [ver 

próxima sección (Awasaki et al., 2011)]. 

Este grupo de moléculas, que funcionan como ligandos de la vía, realizan su acción 

en forma de homo o heterodímeros. La eficiencia de la señal transmitida varía 

dependiendo de la combinación utilizada (Ramel y Hill, 2012). La activación de la vía se 

inicia con la llegada de los ligandos a la membrana de la célula blanco y el reconocimiento 

de estos a través de los receptores allí ubicados. Los receptores pertenecen a la familia de 

receptores transmembrana del tipo serina/treonina quinasa y se dividen en dos 

subfamilias estructuralmente similares, receptores de tipo I y de tipo II. La llegada del 

ligando promueve la formación de tetrámeros estables de receptores que constan de dos 

receptores de cada tipo. En Drosophila existen cinco receptores (Figura 8); Punt (Put) y 

Wishful thinking (Wit), de tipo II, y Thickveins (Tkv), Saxophone (Sax) y Baboon (Babo), de 

tipo I. Put y Wit pueden formar complejos con Tkv y Sax a través de los ligandos Dpp, Gbb 

y Scw (Affolter y Basler, 2007; Goold y Davis, 2007), mientras que los ligandos del tipo 

Activin y Myo promueven la combinación del receptor Babo con Put o Wit (Lee-Hoeflich et 

al., 2005; Zhu et al., 2008; Awasaki et al., 2011). 

La tetramerización de los receptores debida a la unión al ligando permite que los 

receptores de tipo II -constitutivamente activos-, se unan a los de tipo I que se encuentran 

inactivos y los fosforilen. Esta fosforilación ocurre en el lado citoplasmático del receptor y 
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promueve su actividad quinasa. Luego de autofosforilarse, los receptores de tipo I 

fosforilan a unas proteínas conocidas como Smad (Moustakas y Heldin, 2009). Se han 

encontrado tres tipos de proteínas Smad. Las R-Smad interactúan directamente con los 

receptores transmembrana, siendo fosforiladas por ellos en sus residuos C-terminales. Las 

Co-Smads forman complejos con las R-Smad y translocan al núcleo, donde regulan la 

transcripción en conjunto con otros cofactores. Por último, las I-Smads son reguladores 

claves de la señal, constituyendo un mecanismo de retroalimentación negativo 

(Moustakas y Heldin, 2009). 

Mientras que en vertebrados las Smad forman un gran grupo, en Drosophila existe 

un número limitado de genes homólogos (Figura 8). Mothers Against Dpp [MAD, (Sekelsky 

et al., 1995)] representa la única R-Smad blanco de los receptores Sax y Tkv. Babo, en 

cambio, señaliza a través de dSmad2 (Brummel et al., 1999). La única Co-Smad conocida 

recibe el nombre de Medea [Med, (Raftery y Wisotzkey, 1996)]. Y la única representante 

del grupo I-Smad se denomina Daughters Against Dpp [Dad, (Tsuneizumi et al., 1997)], 

quien inhibe a los receptores Tkv y Sax pero no a Babo (Kamiya et al., 2008). 
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Figura 8. Esquema de la vía 

de señalización de TGFβ en 
Drosophila. Brevemente, los 
ligandos dimerizados son 
reconocidos por los 
receptores en la membrana 
de la célula. La unión de los 
ligandos a los receptores 
promueve su 
tetramerización (dos tipo I y 
2 tipo II). Los receptores tipo 
II fosforilan a los tipo I, 
quienes se autofosforilan y 
luego fosforilan a la proteína 
MAD o dSmad2. Estas 
últimas forman un complejo 
junto con Med y translocan 
al núcleo, donde con la 
ayuda de distintos co-
factores activan o reprimen 
la transcripción. Adaptado 
de Ramel y Hill, FEBS letters 
(2012). 

1.3.3- La vía de TGFβ en el sistema nervioso de Drosophila 

1.3.3.1- Formación del tejido neural 

Durante el desarrollo es necesario que los tejidos puedan formarse con las 

dimensiones y conectividad apropiadas. Para ello, las distintas células deben  interpretar 

la información que les brinda su posición espacial dentro de un individuo en desarrollo. En 

los embriones de Drosophila, Dpp y Scw son requeridos para la especificación y 

generación del patrón del eje dorso-ventral. Previo a la celularización del blastodermo, 

Dpp es expresado dorsalmente en el embrión, cubriendo un 40% del mismo. 

Ventralmente se encuentra limitado por Dorsal, un ortólogo de NF-κB (Morisato y 
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Anderson, 1995). Después de la celularización queda establecido un gradiente de Dpp con 

alta actividad en la parte medial dorsal, baja actividad en las zonas laterales y nula en la 

parte ventral del embrión (O'Connor et al., 2006). Dpp sinergiza con Scw, quien posee una 

expresión ubicua, produciéndose así un mayor nivel de señalización (O'Connor et al., 

2006). A lo largo del eje dorsoventral las células responden diferencialmente a los niveles 

del morfógeno, activando distintos programas de diferenciación y especificación. En la 

zona dorsal, con altos niveles de Dpp, se produce la diferenciación a amnioserosa, con 

bajos niveles de Dpp las células se especifican en ectodermo dorsal, mientras que la 

ausencia de señal de Dpp permite la formación del ectodermo neural (O'Connor et al., 

2006). En mutantes nulos de dpp todas las células dorsales adquieren un fenotipo ventral 

y neural (Sutherland et al., 2003), mientras que mutaciones en scw generan un fenotipo 

menos severo. Aunque en ambos casos se pierde la amnioserosa en mutantes de scw 

todavía se forma parte del ectodermo dorsal (Arora et al., 1994).  

Si bien los vertebrados e invertebrados comparten un plan corporal similar, sus ejes 

dorso-ventrales se encuentran invertidos uno respecto del otro. En artrópodos los tejidos 

neurales provienen del ectodermo ventral lateral, mientras que en vertebrados derivan 

del ectodermo dorsal. A pesar de estas diferencias, los requerimientos moleculares para la 

formación del eje dorso-ventral en vertebrados y Drosophila están altamente conservados 

(Little y Mullins, 2006). En vertebrados, una alta actividad de la vía de BMP en el 

ectodermo induce la formación de epidermis, mientras que una baja actividad promueve 

la especificación a tejido neural. La cresta neural se especifica en la zona limítrofe entre 

estos dos tejidos en células que muestran niveles intermedios de la señal de BMP (Bond et 

al., 2012).  

1.3.3.2- Proliferación de neuroblastos 

Durante la neurogénesis, las células neuroepiteliales se diferencian a neuroblastos 

(NB), quienes se dividirán para dar como resultado un NB y una célula madre ganglionar. 

Estas últimas son progenitores intermedios que por lo general se dividen sólo una vez para 

dar dos neuronas postmitóticas. 
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Además de los NB embrionales existen los NB larvales. Estos son importantes para la 

incorporación de neuronas y glía al cerebro en crecimiento durante las etapas larvales y la 

generación de ciertos circuitos neuronales necesarios para la vida adulta. Los NB larvales 

tienen varios atributos de células madre, se encuentran en nichos celulares especiales, 

están indiferenciados, no expresan marcadores neurales o gliales, son muy proliferativos, 

pueden permanecer en estado quiescente y pueden generar cientos de neuronas sin 

perder su posición, tamaño, identidad o potencial mitótico (Sekelsky et al., 1995).  

Los NB larvales contactan con la glía cortical. La glía larval secreta Anachronism, una 

proteína que mantiene a los NB quiescentes durante los estadios larvales tempranos 

(Okumura et al., 2013). La proliferación de los NB larvales se encuentra bajo control de la 

vía de Act y Daw.  Estos ligandos son secretados por la glía y reconocidos por los NB a 

través del receptor Babo, quien señaliza a través de dSmad2 (ver sección 1.3.2). En 

ausencia de la señal de Act se encuentra un menor número de células por clon, pero los 

NB se mantienen inalterados. Esto indica que la vía de Act está regulando la proliferación 

y/o la supervivencia neuronal, pero no la renovación de los NB (Zhu et al., 2008). 

1.3.3.3- Determinación de la identidad peptidérgica de una neurona 

Los neuropéptidos son por lo general expresados en patrones neuronales 

restringidos. Se conocen al menos dos casos en Drosophila en los que la vía de TGFβ está 

involucrada en la determinación de la identidad neuropeptidérgica de ciertas neuronas. 

El péptido FMRFamida se expresa en alrededor de 44 neuronas en el sistema 

nervioso central de la larva. En el cordón nervioso ventral del embrión, la expresión de 

este péptido está restringida a seis neuronas llamadas Tv, ubicadas bilateralmente en los 

tres segmentos torácicos. Los axones Tv inervan tres glándulas neuroendócrinas, los 

órganos neurohemales dorsales. Para que las neuronas Tv expresen FMRFamida se 

requiere la presencia de dos factores de transcripción, Apterous y Squeeze, y la activación 

de la vía de BMP. La activación de la vía se produce por la llegada de GBB, quien actúa 

como mensajero retrógrado y es captado por los receptores Wit, Tkv y Sax (ver sección 

1.3.2). La expresión ectópica de FMRFamida puede ser lograda si se expresan ambos 

factores de transcripción y se activa la vía de GBB (Allan et al., 2003).  
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El segundo caso conocido en que la vía de TGFβ controla la identidad peptidérgica es 

el caso de las neuronas CCAP. Durante su desarrollo, Drosophila atraviesa varios estadios 

que se encuentran delimitados por procesos de ecdisis (Thummel, 2001). La ejecución del 

programa motor de ecdisis se encuentra coordinado por una cascada de hormonas 

secretadas por una red de neuronas neurosecretoras y glándulas endócrinas (Ewer, 2005). 

Dentro de esta red, las neuronas CCAP son un grupo esencial. La ablación de este grupo 

provoca una prolongación de la ecdisis larval y letalidad a causa de fallas en la emergencia 

del pupario (Park et al., 2003).  

Llamativamente, los mutantes del receptor Wit poseen defectos similares a los 

descriptos anteriormente para la ablación de neuronas CCAP. Este fenotipo se revierte con 

sólo reintroducir la expresión de wit en las neuronas CCAP o sobre-expresando en ellas 

versiones constitutivamente activas de los receptores Tkv y Sax.  

La acción de las neuronas CCAP se debe a que estas coexpresan CCAP (Crustacean 

cardioacceleratory peptide) y MIP (Myoinhibiting peptide) y dos subunidades de la 

Hormona Peptídica Bursicon, Bursicon (Bursα) y Partner of Burs (Bursβ). La expresión de 

estos péptidos está fuertemente disminuida en los mutantes de wit y llamativamente, su 

expresión depende de la señal retrógrada de GBB desde el músculo y la fosforilación de 

MAD en las neuronas CCAP (Veverytsa y Allan, 2011). 

1.3.3.4- Placa neuromuscular: crecimiento y homeostasis 

El desarrollo de las sinapsis ha sido ampliamente estudiado en la placa 

neuromuscular (PNM) de Drosophila. La formación de sinapsis en la PNM comienza 13 h 

luego de que se haya depositado el huevo y el proceso completo tarda alrededor de 9 h. 

Estas sinapsis formadas en el embrión sufren cambios muy grandes durante el desarrollo 

larval. El crecimiento de la larva entre uno y otro estadio va acompañado de un 

incremento de alrededor de 100 veces en la superficie muscular. Para que la 

despolarización del músculo ocurra de forma efectiva, es necesario que este crecimiento 

sea acompañado por cambios en la presinapsis, como un aumento en el número de 

botones sinápticos y un aumento en el número de zonas activas por cada botón (Atwood 

et al., 1993; Stewart et al., 1996; Zito et al., 1999).  
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Estos cambios requieren precisa coordinación entre la pre- y la postsinapsis, lo que 

depende de señales anterógradas (desde la neurona) y retrógradas (desde el músculo). En 

la PNM de Drosophila, la vía de BMP actúa como señal retrógrada durante el crecimiento. 

En particular, GBB es el ligando liberado por el músculo, mientras que las motoneuronas 

expresan Wit, Tkv y Sax para reconocerlo (Aberle et al., 2002; Marques et al., 2002; 

Rawson et al., 2003; McCabe et al., 2004). La señalización de estos receptores se produce 

a través de Mad y Med, tal como se explicó en la sección 1.3.2 (Rawson et al., 2003; 

McCabe et al., 2004). Las mutaciones en esta vía provocan una reducción de tamaño en la 

sinapsis neuromuscular, la reducción de las estructuras de tipo “T Bars”, la reducción del 

área de los botones sinápticos, y la presencia de desprendimientos de la membrana 

presináptica. Por otro lado, estos mutantes también muestran una disminución en la 

transmisión sináptica caracterizada por una reducida liberación de neurotransmisores 

(McCabe et al., 2003; Rawson et al., 2003; McCabe et al., 2004). 

Cabe destacar que GBB también se expresa en las motoneuronas y al igual que en la 

PNM, su función es ser un mensajero retrógrado (McCabe et al., 2003; Baines, 2004). 

Cuando en contexto de un mutante de gbb se restablece su expresión tanto en el músculo 

como en la motoneurona, se revierten los fenotipos morfológicos; sin embargo esto no 

ocurre con los fenotipos de transmisión sináptica. Por el contrario, cuando la expresión se 

restablece sólo en las motoneuronas el tamaño de las sinapsis no revierte mientras que si 

lo hace la transmisión sináptica (McCabe et al., 2003). Las interneuronas que inervan a las 

motoneuronas requieren de la señal de GBB desde las motoneuronas para una correcta 

transmisión sináptica. En respuesta a los niveles de actividad en la sinapsis interneurona-

motoneurona, la motoneurona libera GBB (Baines, 2004). Sorprendentemente, no se 

encontró señal de MAD fosforilada en respuesta a GBB en las interneuronas, por lo que se 

piensa que es la acción directa de GBB a través de Tkv la que media la potenciación 

sináptica. 

1.3.3.5- Metamorfosis 

En los insectos holometábolos conviven dos programas muy distintos en un mismo 

individuo, el programa larval y el programa adulto. La metamorfosis significa el paso de 
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uno al otro y conlleva un gran número de cambios que incluyen en algunos casos histólisis 

y regeneración de tejidos en una nueva configuración. En el caso del sistema nervioso 

existen circuitos que permanecen intactos, algunos que desaparecen, otros que se 

generan, y ciertos circuitos funcionales en las larvas y en el adulto sufren remodelaciones. 

Este es el caso de circuitos tales como los cuerpos pedunculados (CP), las neuronas de 

proyección del sistema olfatorio (NP) que inervan los lóbulos antenales (LA) y los CP, y las 

motoneuronas. En todos ellos el proceso incluye un “podado” de los axones, en el que 

pierden neuritas secundarias, y una posterior retracción de los mismos. Estos luego se re-

extienden e inervan los nuevos blancos. 

 

 

Figura 9. Diagrama que muestra la secuencia de aparición de los distintos tipos neuronales en los 

CP. Se puede apreciar también el inicio de la remodelación de las neuronas γ en el estadio larval 3 

tardío. Concomitante con este proceso ocurre la aparición de las neuronas α’/β’. Las neuronas α/β 
aparecerán pasados los 5 días post-eclosión de la larva. PFP: Post-formación del pupario. Tomado 
de Jefferis et al., Current Opinion in Neurobiology (2002). 

En el caso de los CP la remodelación ocurre tan sólo en las neuronas γ, quienes están 

presentes desde los estadios larvales. El resto de las neuronas aparecen entre el tercer 

estadio larval y la metamorfosis [(Jefferis et al., 2002), Figura 9]. De manera similar, sólo 

un grupo de NP sufre la remodelación, entre las que se encuentran las nacidas en la 

embriogénesis pero no las nacidas durante los estadios larvales (Marin et al., 2005). En 

ambos casos la vía de TGFβ es la que permite la remodelación, comenzando su señal a 

mediados del estadio larval 3. Si la señal es anulada (como en el caso de mutantes de la 

vía) la remodelación no ocurre y en el adulto se observan las inervaciones tal cual estaban 
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en la larva (Lee et al., 1999; Watts et al., 2003; Awasaki y Ito, 2004; Marin et al., 2005). El 

ligando involucrado en la remodelación de las NP es Act (Marin et al., 2005), mientras que 

la remodelación de las neuronas γ requiere de Myo [aunque en un principio se creía que 

era Act el responsable (Awasaki et al., 2011)]. Estos ligandos son reconocidos por el 

receptor Babo en ambos tipos neuronales y como resultado de la activación de la vía 

aumenta la expresión del receptor de ecdisona de tipo B1 (EcR-B1), el cual es necesario 

para la remodelación neuronal (Marin et al., 2005; Awasaki et al., 2011). La ecdisona es 

una hormona esteroidea, cuyos pulsos dirigen cada uno de los mayores cambios en el 

desarrollo de Drosophila [para una mejor reseña ver (Thummel, 2001) y Figura 10].  

 
Figura 10. Gráfico que señala los niveles de hormona ecdisona en función de la edad del individuo 
en días post-ovipuesta. Se señalan además los distintos estadios y algunos de los principales 
eventos del desarrollo como la muda entre estadios larvales, la formación del pupario y la 
emergencia del adulto desde el pupario. Tomado de Thummel, Developmental Cell (2001). 

Durante la metamorfosis la PNM entra en histólisis y es desmantelada. La mayor 

parte de la musculatura es reemplazada por el producto de la proliferación de los 

progenitores de los músculos adultos. Las motoneuronas acompañan este cambio siendo 

también remodeladas. Coordinadamente, junto con el desmantelamiento de la PNM, las 

motoneuronas son “podadas” y luego se retraen. Este proceso, al igual que en los CP y las 



 

 39 

NP, es dependiente de la vía de TGFβ. Las evidencias indican que los receptores Babo, Wit 

y Put se encuentran implicados en el reconocimiento de señales del tipo BMP/Act. La 

activación de esta vía tiene como fin, entre otras cosas, aumentar la expresión de EcR-B1, 

el cual promueve la retracción axonal (Boulanger et al., 2012). 

1.4- Hipótesis y objetivos de la Tesis 

A partir de los antecedentes expuestos y la compresión incompleta sobre la 

plasticidad del circuito PDF, se asumieron las siguientes hipótesis de trabajo: 

1. La plasticidad estructural del árbol axonal está acompañada por cambios 

circadianos en las sinapsis. 

2. Existe una relación entre la plasticidad estructural y el neuropéptido PDF. 

3. PDF tiene un rol activo en el desarrollo de las sLNv. 

El objetivo general en el que se enmarcó esta tesis fue desentrañar el modo en el 

cual el reloj molecular controla distintas propiedades intrínsecas del circuito PDF, y cómo 

esa información impacta en el resto del circuito circadiano y eventualmente en diversos 

comportamientos controlados circadianamente. 

Los objetivos específicos de este trabajo fueron: 

1. Caracterizar la plasticidad estructural y los cambios sinápticos que la acompañan. 

2. Estudiar el rol de PDF 

i) en la remodelación circadiana de las terminales distales de las sLNv. 

ii) durante la formación y establecimiento del circuito PDF. 

3. Caracterizar los distintos actores que promueven el correcto desarrollo de las 

sLNv. 
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2- Materiales y Métodos 
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2.1- Drosophila melanogaster, modelo experimental. 

2.1.1- Cuidado y cría 

Para el mantenimiento y crianza de las líneas de Drosophila utilizadas en esta tesis 

se utilizó comida estándar a base de harina de maíz, agar, levadura, sacarosa, Nipagin y 

ácido propiónico. Las líneas se mantuvieron en viales de plástico de 2 cm de diámetro y 10 

cm de altura, en los cuales 10 ml de comida había sido depositada previamente; el mismo 

alimento se utilizó para los cruzamientos específicos de cada experimento. En caso de 

necesitarse un gran número de individuos se utilizaron botellas con una capacidad de 250 

cm3 y el mismo medio de cultivo. 

Los stocks fueron mantenidos a 18°C en un cuarto aclimatado para dicha función y 

transferidos a nuevos viales una vez al mes. El laboratorio cuenta con incubadoras en las 

que se pueden controlar las condiciones de luz y temperatura. En dichas incubadoras se 

albergaron los cruzamientos, o líneas, destinados a ser evaluados experimentalmente. 

Para los cruzamientos entre las líneas de interés se seleccionaron hembras vírgenes 

(menos de 8 h transcurridas desde el momento de la eclosión, a 25°C) con el objetivo de 

controlar el genotipo de la progenie (las hembras de Drosophila poseen una espermateca 

en la que puede “almacenarse” el esperma de los machos con los que se han apareado 

anteriormente). En cada cruzamiento se utilizó una relación de 5 hembras por cada 3 

machos. En general se agregó una pequeña cantidad de levadura hidratada a cada vial 

para estimular la ovipuesta. Los cruzamientos se mantuvieron en ciclos de 12 h de luz y 12 

h de oscuridad (LO) a 25°C, permitiendo un período de ovipuesta de 3 días.  

La selección de los individuos se realizó anestesiándolos con CO2 y observándolos 

bajo lupa, habiéndolos colocado sobre una plataforma porosa con un flujo continuo de 

CO2. Se cuidó minimizar el tiempo de exposición al CO2 para evitar afectar la fisiología y el 

comportamiento de las moscas (Seiger y Kink, 1993). 

2.1.2- Cromosomas balanceadores 

Entre la vasta colección de herramientas genéticas en Drosophila una de las más 

útiles es la existencia de cromosomas balanceadores. Su importancia reside en que 

impiden la recombinación de cromátidas hermanas debido a una serie de rearreglos 
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estructurales, evitando así la pérdida de mutaciones de interés. Están formados por 

múltiples inversiones y translocaciones, lo que previene el entrecruzamiento con su 

cromosoma homólogo. Cuando además poseen mutaciones que les atribuyen marcadores 

fenotípicos dominantes son sumamente útiles para el análisis de segregación en la 

progenie y la construcción de genotipos definidos. Los cromosomas balanceadores 

pueden, además, llevar marcadores moleculares (como los genes LacZ o GFP) que 

permiten su identificación por tinción directa u observación 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 construcción y el mantenimiento de líneas que portan mutaciones 

que son letales en homocigosis, asegurando que las mismas se mantengan de generación 

en generación. 

En el transcurso de esta tesis se utilizaron los cromosomas balanceadores CyO 

(cromosoma II), TM6 (cromosoma III) y TM3 (cromosoma III). En particular, se utilizó la 

línea dBw (doble balanceador en fondo genético w1118), que posee los balanceadores 

CyO y TM3 como complemento cromosómico de una translocación que resultó en la 

fusión entre el segundo y tercer cromosoma denominada ES. Esta fusión no es un 

balanceador ya que no impide la recombinación en algunas regiones de los cromosomas II 

y III. 

2.1.3- Líneas recombinantes 

Debido a que Drosophila cuenta sólo con 4 cromosomas, de los cuales uno está 

ligado al sexo y otro es muy pequeño, la utilidad de generar líneas recombinantes consiste 

en poder tener en un mismo cromosoma dos (o más) construcciones de interés. Esto 

permite, por ejemplo, analizarlas en combinación con otras construcciones o con 

mutaciones presentes en otros cromosomas. En Drosophila la recombinación meiótica 

ocurre únicamente en las gametas femeninas. Por lo tanto, para generar líneas 

recombinantes se parte de hembras transheterocigotas para los dos elementos a 

recombinar, que son cruzadas con machos que aportan un cromosoma balanceador para 

el cromosoma de interés. De la progenie se recuperan individualmente machos 
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balanceados en los que se analiza la presencia de ambas construcciones a recombinar. 

Para los experimentos de esta tesis se utilizaron las líneas recombinantes detalladas en la 

sección “líneas utilizadas”. La generación de estas líneas permitió analizar a nivel 

comportamental y morfológico animales genéticamente modificados con un alto número 

de elementos transponibles utilizando un esquema de cruzamientos sencillo. 

2.1.4- Sistema GAL4/UAS tradicional y su versión inducible 

GAL4 

Probablemente la herramienta más ampliamente empleada por los laboratorios que 

utilizan Drosophila como sistema modelo, GAL4/UAS es un sistema heterólogo (proviene 

de levaduras) que permite la expresión de un gen de interés en un determinado tejido. Se 

basa en la afinidad del factor de transcripción Gal4 por la secuencia UAS (Upstream 

Activating Sequence) (Brand y Perrimon, 1993). En términos generales, una línea que 

expresa Gal4 bajo un promotor específico de tejido (P) es cruzada por otra que expresa un 

gen X bajo la secuencia UAS (por ejemplo, UAS-GFP); el resultado es que sólo en aquellos 

individuos de la progenie que posean ambas construcciones se expresará el gen X bajo el 

promotor P. La nomenclatura abreviada es P>X. En aquellos experimentos en los que es 

crucial asegurarse de que toda la progenie portará tanto la secuencia P-Gal4 como UAS-X 

es preciso partir de progenitores homocigotas para cada una de ellas; alternativamente, 

se utilizan en heterocigosis sobre cromosomas balanceadores. Al seleccionar los 

individuos de la primera generación del cruzamiento (F1) se selecciona “en contra” del 

balanceador, el cual es fácilmente identificado por portar mutaciones dominantes que 

confieren características fenotípicas distintivas. 

A este sistema también se ha incorporado la utilización del inhibidor de GAL4, GAL80 

(Ma y Ptashne, 1987), también proveniente de levaduras (Figura 11). Esto permite 

restringir la función de GAL4 en el patrón de expresión que determine el promotor 

utilizado para expresar a GAL80. 
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Figura 11. Esquema del funciona-
miento del sistema GAL4/UAS. Una 
línea portadora de una 
construcción que posee un 
promotor particular controlando la 
expresión del factor de 
transcripción GAL4, y otra cuya 
construcción 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 patrón 
espacial y temporal del promotor 
utilizado. 

Gene Switch (GS): GAL4 inducible 

Como se detalló en el punto anterior, la utilización del sistema GAL4/UAS permite la 

expresión de un gen determinado en el patrón de expresión espacial y temporal de otro, 

cuyo promotor controla la expresión del factor de transcripción GAL4. GS es una versión 

inducible de este sistema (Osterwalder et al., 2001; Roman et al., 2001), lo que permite 

controlar aún más el patrón temporal de expresión, restringiéndolo a una cierta ventana 

de acción. Esto resulta de interés debido a que la expresión de ciertos transgenes desde 

muy temprano puede causar defectos que impidan el análisis de sus efectos en etapas 

posteriores del desarrollo o en la vida adulta del animal. La inducción es posible gracias a 

que GS es una proteína quimera que posee el sitio de unión al ADN de GAL4, el sitio de 

unión a ligando del receptor humano de progesterona y el sitio de activación de la 

proteína p65 humana. En presencia de un antagonista del receptor de progesterona, 

RU486, la molécula quimera puede unirse a la secuencia UAS y se produce una 

transactivación inducida por ligando de las secuencias río abajo de la misma (Figura 12). 

En la presente tesis se utilizó una versión de GS generada en nuestro laboratorio, en la 

cual la expresión de GS se encuentra bajo el control del promotor del neuropéptido pdf 

[pdf-GS, (Depetris-Chauvin et al., 2011)]. 
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Figura 12. Esquema del 
funcionamiento de GS. En 
ausencia del inductor 
(RU486) el GAL4 quimera, 
GS, no puede unirse a la 
secuencia UAS y por lo 
tanto no hay expresión del 
Gen X. Cuando el RU486 
entra en contacto con el 
GS, este último se activa, 
pudiendo ahora unirse a la 
secuencia UAS y promover 
la transcripción del gen río 
abajo. 

2.1.5- Líneas utilizadas 

Línea Procedencia Observaciones 

pdf-GS Generada en el laboratorio Cromosoma III 

pdf-GAL4 Bloomington Stock Center Cromosoma II 

tim-GAL4 Bloomington Stock Center Cromosoma II 

UAS-Wg Bloomington Stock Center Cromosoma II 

UAS-CD8GFP Bloomington Stock Center Cromosoma II 

UAS-CD8mRFP Bloomington Stock Center Cromosoma II 

UAS-myrRFP Bloomington Stock Center Cromosoma II y III 

UAS-CD8Cherry Bloomington Stock Center Cromosoma II 

UAS-gapGFP Bloomington Stock Center Cromosoma II 

ok107-GAL4 Bloomington Stock Center Cromosoma X 

c232-GAL4 Bloomington Stock Center Cromosoma III 

UAS-SytGFP
 Bloomington Stock Center Cromosoma II 

UAS-NaChBac Bloomington Stock Center Cromosoma II 

UAS-tkv
ARNi-31040Trip Bloomington Stock Center Cromosoma III 

UAS-wit
ARNi-25949Trip Bloomington Stock Center Cromosoma III 

UAS-med
ARNi-31928Trip Bloomington Stock Center Cromosoma III 

UAS-dpp
ARNi-33767Trip Bloomington Stock Center Cromosoma III 

UAS-myo
ARNi-31114Trip Bloomington Stock Center Cromosoma III 
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UAS-mav
ARNi-34650Trip Bloomington Stock Center Cromosoma III 

UAS-act
ARNi-29597Trip Bloomington Stock Center Cromosoma III 

UAS- EcRB∆W650 Bloomington Stock Center Cromosoma II 

UAS-pdf
ARNi-4380GD Vienna Drosophila RNAi Center Cromosoma III 

UAS-pdfr
ARNi-42724GD Vienna Drosophila RNAi Center Cromosoma II 

UAS-tkv
ARNi-105834kk Vienna Drosophila RNAi Center Cromosoma II 

UAS-wit
ARNi-103808KK Vienna Drosophila RNAi Center Cromosoma II 

UAS-med
ARNi-106767KK Vienna Drosophila RNAi Center Cromosoma II 

UAS-EcR
ARNi-37059GD Vienna Drosophila RNAi Center Cromosoma III 

UAS-Dicer2 Vienna Drosophila RNAi Center Cromosoma II y III 

PDF-dsRED Justin Blau (New York Uni.) Cromosoma III 

pdf-GAL80 Michael Rosbash (Brandeis Univ.) Cromosoma II 

UAS-GBB Kristy Wharton (Brown Univ.) Cromosoma III 

UAS-TkvA Kristy Wharton (Brown Univ.) Cromosoma III 

UAS-SaxA Kristy Wharton (Brown Univ.) Cromosoma III 

UAS-gbb
ARNi Kristy Wharton (Brown Univ.)  

pdf
01 P. Taghert (Washington Univ.) Cromosoma III 

han
5304

 P. Taghert (Washington Univ.) Cromosoma X 

pdfr-GAL4 Leslie. Griffith (Brandeis Univ.) Cromosoma II 

kurs58-GAL4 G. Korge (Freie Univerität Berlin) Cromosoma II 

mai301-GAL4 G. Korge (Freie Univerität Berlin) Cromosoma III 

UAS-BrpGFP
 S. Sigriest (Freie Univerität Berlin) Cromosoma X 

UAS-BrpRFP
 S. Sigriest (Freie Univerität Berlin) Cromosoma III 

UAS-GCaMP1.3 Rafael Paganni (UBA, F. Medicina)  

UAS-DLGA Jimena Sierralta (Univ. de Chile)  

UAS-DLGS97 Jimena Sierralta (Univ. de Chile)  
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2.2- Inducción de la expresión de genes en distintos estadios 

En todos los casos, se realizaron las cruzas correspondientes con el fin de obtener en 

un mismo individuo el transgen pdf-GS y la construcción o construcciones UAS-X, siendo X 

la secuencia que se desea expresar controladamente. Dependiendo del interés 

experimental se cambiaron las construcciones UAS-X a expresar y los protocolos de 

inducción. A continuación se detallan los protocolos generales de inducción. Las 

particularidades de cada caso se detallan en las secciones correspondientes dentro de 

materiales y métodos. 

2.2.1- RU486 y preparación de comida con droga 

La comida con RU486 se prepara de la misma manera que la estándar, con 

excepción de la adición de propiónico, el cual no es agregado a la mezcla. Una vez que se 

enfría lo suficiente (aproximadamente 60°C), pero todavía está líquida, se agregan 1,5 ml 

de la solución stock de RU486 por cada 30 ml de comida.  

Solución stock de RU486: 50 mg de RU486 en 12,3 ml de etanol 80%. 

2.2.2- Inducción en el adulto 

Las líneas parentales de los animales de interés se criaron en comida estándar (ver 

sección 2.1.1). Una vez emergida la F1 se seleccionaron los individuos que tuvieran todos 

los elementos génicos necesarios para el experimento en cuestión (pdf-GS y UAS-X). Esos 

individuos fueron colocados en viales con comida con RU486 durante el tiempo de 

inducción que requiriera el ensayo . 

2.2.3- Inducción en estadios larvales 

Para estos experimentos las cruzas entre parentales fueron realizadas en vasos de 

oviposición. Estos vasos poseen más del doble del volumen de un vial y usan como tapa 

placas similares a una placa de Petri. En estas placas se coloca una solución de agar y, una 

vez sólida, se le agrega una pizca de levadura en pasta, lo cual sirve como alimento. 

Existen dos motivos principales para utilizar vasos en lugar de viales. La primera razón es 

que permiten el uso de un mayor número de individuos para los cruzamientos y así 

obtener una F1 mayor. El segundo motivo es que las placas se pueden cambiar por otras, 

lo que permite controlar el tiempo en el que las hembras oviponen, y así sincronizar la 
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edad de la F1. Para los experimentos de esta tesis, se les permitió a las hembras depositar 

huevos durante 5 h en cada placa utilizada y de esta manera se obtuvieron animales de 

cada estadio sincronizados de forma precisa.  

Una vez recolectadas las larvas del estadio de interés, se las sumergió en 1 ml de 

solución stock de RU486 durante 2 min. Luego, se las lavó con abundante agua y se las 

colocó en un vial con comida estándar.  

2.2.4- Inducción en estadio pupal 

Para definir el estadio pupal se utilizó como criterio los días post-ovipuesta. Así, las 

pupas utilizadas en los experimentos de esta tesis fueron colectadas 7 días post-ovipuesta. 

Para obtener individuos sincronizados en edad se usó el mismo sistema explicado en el 

punto anterior. Estando todavía en el primer estadio larval los animales fueron 

transferidos a viales con comida estándar, donde se los dejó desarrollar hasta llegar al 

estadio pupal de interés. Para poder realizar la inducción, se realizó una incisión anterior 

pequeña a cada pupario y se los sumergió en 1 ml de solución stock de RU486 durante 2 

min. Luego, las pupas fueron gentilmente depositadas en las paredes de un vial con 

comida estándar.  

2.3- Cultivos de cerebros 

2.3.1- Preparación 

Para realizar los cultivos de cerebros de moscas se utilizó un protocolo publicado 

con pequeñas modificaciones (Ayaz et al., 2008). Brevemente, moscas de 3 a 7 días criadas 

en LO fueron anestesiadas en hielo y lavadas con etanol 70%. Los cerebros fueron 

disecados lo más rápido posible en una placa de sylgard. El procedimiento completo se 

realizó a ZT14 (2 h después de la transición día-noche) y para evitar desentrenar a los 

individuos se trabajó bajo una fuente de luz roja. Las moscas no perciben el color rojo, por 

lo cual esta condición es equivalente a la oscuridad de la noche para ellas. Las disecciones 

se llevaron a cabo en medio de cultivo Schneider (disponible en Invitrogen) enfriado en 

hielo. Los cerebros fueron luego depositados en una membrana para placa de cultivo de 
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altura baja (disponible en Millipore). La membrana fue previamente recubierta con una 

solución 3,3 µg/ml de laminina y 33,3 µg/ml de polilisina (ambas disponibles en BD 

Biosciences). La membrana se colocó en placas de Petri (número 35) y debajo se colocaron 

1,3 ml de medio Schneider. Las placas de Petri se colocaron en una incubadora a 25°C en 

condiciones de oscuridad constante. La primera medición se realizó 24 h después de la 

disección. El medio de cultivo se cambió cada 24 h. 

2.3.2- Soluciones 

Medio de cultivo: 

• 1% Antibiótico/Antimicótico (10000 U/ml penicilina, 10 mg/ml streptomicina, 250 

µg/ml Anfotericina B). 

• 10% Suero Fetal Bovino 

• 10 µg/ml Insulina 

• Medio Schneider 

Laminina: 3,33 µg/ml 

Polilisina: 33,3 µg/ml 

2.3.3- Preparación de membranas 

Se colocaron las membranas en placas de Petri número 35. Debajo de ellas se colocó 

1 ml de PBS (ver sección 2.4.5) estéril. Por encima de la membrana se puso 1 ml de una 

solución de laminina 3,33 µg/ml y Polilisina 33, 3µg/ml en PBS estéril. Las placas de Petri 

con membranas se dejaron incubar toda la noche a 37°C y al día siguiente se lavaron con 

PBS estéril. Luego se almacenaron a 4°C hasta su uso. Nunca se usaron membranas de 

más de una semana desde su preparación. 

2.3.4- Observación de los cultivos. 

Pasadas 24 h de la disección se realizó la primera observación; los cerebros se 

analizaron en dos momentos del día: CT2 y CT14. Se tomaron galerías de imágenes de las 

proyecciones dorsales del circuito PDF y se buscaron cambios morfológicos en ellas. Se 

utilizaron los microscopios detallados en la sección 2.4.6. 



 

 50 

2.3.5- Viabilidad. 

Durante la puesta a punto del sistema, la viabilidad de los cultivos se comprobó 

observando la respuesta neuronal a pulsos de una solución con alto potasio. Para ello se 

expresó en todas las neuronas un sensor proteico de calcio denominado GCaMP (Nakai et 

al., 2001), utilizando el sistema GAL4/UAS y el promotor panneural elav. El sensor GCaMP 

cambia sus niveles de fluorescencia al unirse al calcio, por lo tanto estos niveles varían en 

función de las concentraciones disponibles de calcio (Nakai et al., 2001). Se realizaron 

cultivos de cerebros de animales portando los transgenes elav-GAL4 y UAS-GCaMP1.3. 

GCaMP1.3 es una versión mejorada del sensor GCaMP mediante sustituciones 

aminoacídicas. Veinticuatro horas luego de la disección los cultivos se cambiaron a una 

solución apta para este tipo de registros y se los colocó bajo un microscopio de 

fluorescencia Leica DMLFS equipado con una cámara CCD Hamamatsu ORCA y dos lentes 

de inmersión (20x y 63x). Una vez ubicados los cerebros en la posición correcta se les 

aplicó una gota de la solución alta en potasio (60 mM) y se registró el cambio en los 

niveles de fluorescencia de GCaMP1.3 utilizando el programa Wasabi! de la empresa 

Hamamatsu. Las imágenes fueron luego analizadas utilizando el programa Fiji, el cual es 

un entorno de procesamiento de imágenes basado en ImageJ (disponible para su descarga 

en http://fiji.sc/Fiji). 

Los niveles de fluorescencia en cada punto se calcularon con la siguiente fórmula: 

(Fx-Fi)/Fi = ∆F/Fi 

Donde Fx es el valor de fluorescencia en el momento X y Fi es el valor inicial de 

fluorescencia (sin estimulación). El valor de Fi se calculó como el promedio de valores 

durante el primer segundo al iniciarse el experimento. 

Otro criterio utilizado para evaluar la viabilidad de los cultivos fue la desaparición de 

la señal fluorescente en el circuito PDF. Cada observación al microscopio disminuye la 

fluorescencia de las proteínas reporteras utilizadas. Sólo si las neuronas están vivas se 

seguirán produciendo proteínas fluorescentes y se recuperará la señal para poder ser vista 

en los próximos puntos. Así, se tomó como criterio que si una neurona no poseía niveles 
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de fluorescencia semejantes a los observados en la misma en un momento anterior del 

día, esa neurona había perdido viabilidad, y el cultivo era descartado del experimento. 

Solución de registro (g/l) 

NaCl 8,77 

KCl 0,22 

CaCl2 0,29 

MgCl2 0,20 

Hepes 2,38 

Glucosa 0,90 

2.4- Inmunhistoquímica 

2.4.1- Disección e inmunohistoquímica de cerebros de moscas adultas 

Una vez decapitadas las moscas, las cabezas se colocaron en solución de fijación 

(PFA 4%, PB 0,1M) durante aproximadamente 40 min a temperatura ambiente. Después 

de la fijación, las cabezas se enjuagaron en PT (PBS 1x, 0,1% Tritón X-100) y fueron 

disecadas en PT utilizando pinzas nº5 (Dumont) bajo una lupa Leica CLS 100X. El tiempo de 

disección nunca excedió el minuto por cada cabeza y la misma se realizó en placas de 

sylgard bajo una fuente de luz fría. Los restos de fijador se lavaron mediante tres 

enjuagues con PT a temperatura ambiente y se bloqueó durante una hora utilizando suero 

normal de cabra diluido al 7% en PT. 

Posteriormente los cerebros se incubaron con el anticuerpo primario a 4°C, por lo 

general durante toda la noche. Luego, se removió el anticuerpo primario (en algunos 

casos se lo guardó para ser reutilizado hasta 2 veces más) y se hicieron 4 lavados con PT 

en agitación, de 15 min cada uno. A continuación se agregó el anticuerpo secundario 

diluido en PT (1:250) y se incubó durante 2 h a temperatura ambiente protegido de la luz. 

A partir de aquí los pasos deben realizarse con la menor cantidad de luz ambiental posible 

ya que los anticuerpos conjugados a compuestos fluorescentes son fotosensibles.  Luego 

de remover el anticuerpo secundario los cerebros se lavaron con PT, cambiando la 
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solución de lavado 4 veces en el lapso de una hora. Finalmente, los cerebros fueron 

montados en portaobjetos de 25 x 76 x 1 mm (Tecnon) en aproximadamente 20 μl de una 

solución que contiene 80% de glicerol en PT y fueron cubiertos con cubreobjetos 

cuadrados de 18 mm de lado. Los cerebros se colocaron en el centro de un cuadrado 

realizado con esmalte de uñas y luego de colocarse el cubreobjetos se selló la montura 

con el mismo esmalte. Cuando no fue posible visualizar los cerebros el día en que 

finalizaba la tinción, se quitó el PT del último lavado y los cerebros se guardaron en la 

misma solución con la que fueron montados (80% de glicerol en PT), por un período no 

mayor a una semana. 

2.4.2- Disección e inmunohistoquímica de cerebros de larvas 

Se disecó el cerebro de animales en el estadio larval 3 en PBS. Luego los cerebros 

fueron puestos a fijar en la misma solución fijadora usada para los cerebros adultos, pero 

el tiempo en que permanecieron allí fue de 25 min. El protocolo utilizado a continuación 

fue el mismo que se empleó con los cerebros de moscas adultas. 

2.4.3- Anticuerpos 

Anticuerpos primarios 

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

Chauvin et al., 2011). 

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

pedido del laboratorio (Fernandez et al., 2008). 

IgG anti GFP (policlonal en conejo) 1:500. Disponible en Invitrogen Technologies 

(USA). 

IgG anti GFP (policlonal, en pollo) 1:500. Disponible en Upstate Technologies (USA). 

IgG anti RFP (policlonal en conejo) 1:1000. Disponible en Rockland (USA). 

IgG1 anti Repo (monoclonal en ratón) 1:10. Disponible en Developmental Studies 

Hybridoma Bank (USA). 
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Anticuerpos secundarios 

Todos los anticuerpos secundarios utilizados provienen de Jackson Immunoresearch 

(USA). 

IgG anti conejo: Cy2, Cy3 y Cy5. 

IgG anti pollo: Cy2 y Cy3. 

IgG anti rata: Cy3 y Cy5. 

2.4.4- Consideraciones particulares 

En los casos en que las tinciones involucraron el anticuerpo anti-RFP se usó una 

solución de PT 0,6% (PBS 1x, 0,6% Tritón X-100), para favorecer el ingreso del anticuerpo 

al tejido. 

2.4.5- Soluciones  

PB (buffer fosfato) 10 x: 70mM Na
2
HPO

4
, 30mM Na

2
HPO

4
, pH 7,4  

PBS (PB salino) 10x: PB 1x, 0,15 M NaCl, pH 7,4  

Solución de bloqueo: 

• 7% suero normal de cabra en PT  

• 2,5% BSA en PT 

Stock de PFA 8%: Paraformaldehído diluido en H2O bidestilada, a 50°C, con 5 g de 

NaOH. Mantenido a -20°C.  

PT: PBS 1x, 0,1% Tritón X-100. 

2.4.6- Microscopía y procesamiento de imágenes 

Las imágenes de esta tesis fueron obtenidas en 3 microscopios confocales Zeiss (Carl 

Zeiss, Oberkochen, Alemania), LSM 510 Pascal, LSM 510 Meta y LSM 710. En lo posible se 

empleó un pinhole de 1 airy. En caso contrario se utilizó una configuración en la cual el 

grosor de la sección en el eje Z fuera el óptimo para el pinhole utilizado y viceversa. 

Las imágenes individuales o galerías se procesaron utilizando el programa Fiji,. Para 

evitar la pérdida de calidad las imágenes fueron guardadas en formato TIFF luego de 

procesadas. Cabe destacar que siempre que se aplicó algún protocolo con el fin de 

mejorar las imágenes para exhibirlas, el mismo se realizó luego de la cuantificación, a la 
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totalidad de la imagen y a todas las imágenes que se muestran con la intención de 

comparación. Para el armado de figuras con múltiples paneles se utilizaron los programas 

Adobe Illustrator y Adobe Photoshop, en los cuales no se ha realizado procesamiento de 

las imágenes más que recortar o escalar las imágenes al tamaño mostrado. 

2.5- Cuantificación de Marcadores sinápticos 

Para todos los casos, una vez obtenidas las galerías de imágenes mediante alguno de 

los confocales especificados en la sección 2.3.6, se realizaron las proyecciones en 2D de las 

terminales axonales dorsales del circuito. Utilizando el programa Fiji se delimitó el área de 

las proyecciones dorsales siguiendo el contorno de las mismas desde el “asta dorsal”. 

Luego se ajustó el nivel del umbral de señal en la imagen, de manera tal de que quedara 

marcada la mayor cantidad de puntos Bruchpilot (Brp) o Sinaptotagmina (Syt) positivos. 

Luego utilizando la función de “análisis de partículas” del programa Fiji, se le pidió al 

mismo que determinara el número de puntos positivos para la marca en cuestión y el área 

que estos cubrían. 

2.5.1- Evaluación de Brp y Syt en animales salvajes 

Utilizando el sistema UAS/GAL4 se expresaron versiones de Brp o Syt marcadas con 

proteínas fluorescentes en el circuito PDF, que luego fueron reconocidas con anticuerpos 

específicos. Se emplearon dos versiones de Brp, una como proteína de fusión a GFP y otra 

a RFP, dependiendo de las posibilidades de combinatoria genéticas, ya que dichas 

construcciones se encuentran en distintos cromosomas. En el caso de Syt se utilizó una 

versión fusionada a GFP.  

Para evaluar los posibles cambios circadianos en la marca de Brp, los individuos de 

interés se mantuvieron en LO y luego de 7 días desde la emergencia del pupario se evaluó 

la marca de Brp en dos momentos del día, ZT2 y ZT14, realizando una inmunohistoquímica 

para detectar GFP. 

Para evaluar los cambios de Brp y Syt en ausencia de claves ambientales, los 

individuos de interés se mantuvieron en LO por 3 días y luego se transfirieron a 
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condiciones de oscuridad constante (OO) por cuatro días. Durante el cuarto día se 

evaluaron por inmunohistoquímica las marcas de Brp o Syt en tres momentos particulares, 

CT2, CT14 y CT22.  

2.5.2- Evaluación de Brp en circuitos PDF despolarizados 

Utilizando el sistema pdf-GS se expresaron conjuntamente Brp y NaChBac en el 

circuito PDF sólo durante la adultez. Individuos adultos de entre 2 y 3 días de edad se 

transfirieron a viales con comida complementada con RU486. Se los mantuvo en LO por 3 

días y luego se los colocó en OO por otros 4 días. Al séptimo día de inducción se evaluó la 

marca de Brp a tres momentos del día: CT2, CT14 y CT22. 

2.6- Mediciones morfológicas sobre las proyecciones dorsales 

2.6.1- Análisis de la complejidad del árbol axonal del circuito PDF 

Con el objetivo de cuantificar la complejidad anatómica de las terminales axonales 

de las sLNv se utilizó un método de Sholl adaptado [Figura 13 A, (Sholl, 1953)], el cual 

originalmente había sido diseñado para la caracterización de los árboles dendríticos de 

neuronas en cultivo. Primero se obtuvieron por microscopía confocal galerías de imágenes 

que incluían la totalidad de las proyecciones dorsales de las sLNv. Estas proyecciones se 

pudieron visualizar gracias a la expresión ectópica en el circuito PDF de versiones “de 

membrana” de proteínas fluorescentes tales como GFP o RFP. Utilizando el programa Fiji 

se realizaron las proyecciones 2D de estas galerías. Sobre estas imágenes se colocaron 

siete círculos concéntricos espaciados entre sí por una distancia de 10 μm, centrándolos 

siempre en el primer nodo de ramificación conocido como “asta dorsal” (ver Figura 6). La 

elección del centro de los anillos concéntricos fue relativamente sencilla ya que los axones 

de las sLNv presentan una anatomía muy consistente; sus axones permanecen 

fasciculados hasta un punto en el protocerebro dorsal conocido como lateral horn (cuerno 

lateral), donde se aprecia la primera ramificación axonal y luego el árbol axonal se abre. 

Para cada cerebro se determinó cuántas veces cada anillo fue cruzado por los axones y se 

calculó el número de cruces totales sumando las cantidades de cruces en cada anillo. El 
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valor obtenido para cada genotipo fue la media de todos los cerebros analizados en cada 

uno de los puntos. Se analizaron 10 cerebros para cada genotipo y cada punto, 

repitiéndose este análisis en tres muestras independientes.  

 

 

Figura 13. Diagrama de las distintas mediciones morfológicas efectuadas sobre las proyecciones 
dorsales. A) Método de Sholl. Se colocó un grupo de anillos concéntricos separados por 10mm y se 
contó cuantas veces eran cruzados por las proyecciones axonales. B) Largo de la proyección 
aberrante. Para definir cuándo una proyección era aberrante se midió su largo desde que ésta 
cruzaba la neurita más ventral en la arborización dorsal (asterisco). C) Largo de las proyecciones 
dorsales. Para medir el desarrollo del circuito en el eje lateral se midió desde el asta dorsal la 
distancia a la que llegaba la proyección más larga en dirección a la línea media. 

2.6.2- Medición del largo axonal 

El largo axonal fue medido utilizando el programa Fiji. Al igual que en el caso 

anterior se tomaron galerías de fotos de las terminales axonales de las sLNv de individuos 

adultos y se realizaron proyecciones en 2D de las mismas. Para evaluar el largo de las 

proyecciones anómalas consideradas aberrantes se utilizó como punto de inicio de la 

medición aquel en el que el axón que tomaba el camino aberrante cruzaba la neurita más 

ventral en el árbol axonal (marcado con un asterisco en la Figura 13 B). Se decidió que 

aquellas proyecciones con una longitud mayor a 20 µm serían consideradas anormales. 

Para medir el largo de las arborizaciones dorsales se tomó como punto de inicio de la 

medición el “asta dorsal” y se midió la distancia a la que llegaba la proyección más larga 

en dirección a la línea media del cerebro (Figura 13 C). Largos menores a 36,4 µm (lo que 

corresponde a 4 desvíos estándar más cortos que el control) fueron considerados 
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aberrantes. Se analizaron 10 cerebros para cada genotipo en cada caso, en un mínimo de 

3 experimentos independientes. 

2.7- Disminución de los niveles de PDF y Med 

En los experimentos que involucraron las líneas pdf
ARNi-4380GD y med

ARNi-106767KK, para 

reducir los niveles de expresión de PDF y Med respectivamente, las inducciones de los 

ARN de interferencia (ARNi) en los distintos estadios se realizaron según se detalla en la 

sección 2.2. En todos los casos las disecciones se hicieron 10 días después de emergidos 

los adultos del pupario. 

2.8- Actividad locomotora 

El monitoreo automatizado de la actividad locomotora se llevó a cabo colocando a 

las moscas individualmente en tubos pyrex de 0,3 cm de diámetro interno que contienen 

en un extremo comida y en el otro un simple tapón para evitar que la mosca escape. Éstos 

a su vez se colocaron en una de las 32 posiciones que poseen los equipos de monitoreo 

(Figura 14, disponibles en Trikinetics, MA). Cada posición se encuentra flanqueada por un 

emisor y detector de luz infrarroja. Esta luz no afecta el patrón 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. Cada desplazamiento de la 

mosca hacia o desde la comida interrumpe el haz de luz y se considera un “movimiento”. 

Los monitores se conectan a una computadora que adquiere los datos de cada canal (cada 

una de las 32 posiciones del monitor) en intervalos predeterminados (usualmente 30 min) 

y colocados en incubadoras capaces de controlar las condiciones de luz y temperatura. Los 

datos obtenidos se analizaron mediante un software comercial (Matlab, Clocklab, 

Actimetrics, USA). Por cada canal se obtuvo el registro de la actividad de una mosca 

durante la totalidad de los días que dura el experimento. A partir de estos datos se 

construyó el actograma para ese individuo. Además, el software brinda información sobre 
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distintos parámetros, como la cantidad total de actividad, el inicio y finalización (onset y 

offset) de la actividad, etc.  

 
Figura 14. Ejemplo de un equipo de monitoreo con sus 32 canales. Cada posición (canal) está 
ocupado en este diagrama con uno de los tubos utilizados para evaluar la actividad locomotora 
individualmente. Cada tubo cuenta con comida en un extremo y una tapa celeste en el otro. Figura 
tomada de la Tesis de Licenciatura de Fabiana Rossi (2013). 

Para este tipo de experimentos las moscas se sincronizaron a un ciclo de 12 h luz: 12 

h oscuridad por espacio de 4 días y 25 °C, en lo que se determina como fase de 

entrenamiento o sincronización. Al quinto día los animales se transfirieron a oscuridad 

constante, entrando en lo que se define como fase de libre curso. Para obtener el período 

asociado a cada individuo se analizaron los días en condiciones constantes de oscuridad y 

se les aplicó un test de Chi cuadrado, con una significancia de 0,05. 

De acuerdo al periodograma obtenido, cada individuo se clasificó como rítmico, 

débilmente rítmico o arrítmico:  

Rítmico: Cuando los datos se ajustaron a una función con un período entre 18 y 34 h 

de una sola frecuencia. El pico correspondiente al período asignado fue el único que 

pasaba la línea de significancia. 

Arrítmico: cuando los datos no se ajustaron a ninguna función periódica. 

Débilmente rítmico: cuando existieron uno o más componentes rítmicos pero la 

probabilidad asociada a esta determinación fue cercana a p=0,05. 
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2.9- Análisis estadísticos 

Los análisis estadísticos fueron realizados con el programa InfoStat (Grupo InfoStat, 

FCA, Universidad Nacional de Córdoba, Argentina). Siempre que fue posible se realizó un 

ANOVA. Caso contrario, se realizó un test de Kruskal-Wallis. La normalidad fue evaluada 

mediante el test de Shapiro-Wilks y la homogeneidad de varianzas se puso a prueba con el 

test de Levene. Un valor p de la prueba menor a 0,05 fue considerado estadísticamente 

significativo. Luego de realizado el ANOVA, las comparaciones se hicieron con un test de 

mínima diferencia significativa de Tukey, con un α igual 0,05. Cuando en un ANOVA de dos 

factores la interacción entre factores fue significativa se realizaron evaluaciones de 

efectos simples y se informó el valor p. Cualquier consideración particular se explica en la 

figura correspondiente. 
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3- Resultados: Correlatos funcionales 
de la plasticidad estructural. 



 

 61 

3.1- Caracterización de la plasticidad estructural ex vivo. 

3.1.1- Características morfológicas de la plasticidad estructural 

Los cambios estructurales que ocurren a diario en las proyecciones de las sLNv en el 

cerebro adulto fueron observados por primera vez en nuestro laboratorio mientras se 

estudiaban las oscilaciones de PDF en las proyecciones dorsales (Fernandez et al., 2008). 

Las diferencias morfológicas observadas en el circuito entre el día y la noche (ver sección 

1.2.3) parecían superar la variabilidad biológica y por lo tanto se decidió analizarlas en 

profundidad. Este primer estudio se realizó utilizando una línea transgénica que expresaba 

una versión de membrana de la proteína fluorescente GFP en el patrón de expresión del 

promotor de PDF mediante el sistema GAL4/UAS (de ahora en adelante pdf>GFP). Como 

se mencionó en la sección 1.2.1, la señal de PDF oscila entre el día y la noche, siendo sus 

niveles más altos en ZT2 y más bajos en ZT14. Estos mismos momentos fueron elegidos 

para estudiar el fenómeno de plasticidad estructural mediante ensayos de 

inmunohistoquímica para detectar PDF y GFP. Estos marcadores (especialmente la versión 

de membrana de GFP) permiten describir el circuito. Si bien esta técnica brinda 

información relevante sobre el fenómeno, presenta como limitación el hecho de que cada 

punto del día se realiza sobre animales distintos, lo cual sumado a la variabilidad esperada 

entre individuos, no permite distinguir qué procesos están ocurriendo estructuralmente 

en el circuito. En particular, es imposible distinguir entre procesos de fasciculación y 

desfasciculación, aparición y retracción de neuritas o simples cambios posicionales 

evaluando distintos cerebros en cada punto. Por lo tanto, para poder dilucidar qué 

procesos tienen lugar en este fenómeno decidimos estudiarlo en un mismo cerebro a lo 

largo del día. Para ello, montamos en el laboratorio cultivos de cerebros adultos de 

Drosophila, una técnica que ha mostrado ser útil en el estudio de la remodelación axonal 

durante la metamorfosis (Gibbs y Truman, 1998). La escasa profundidad del cerebro de 

Drosophila (menos de 300 µm) permite cultivarlos enteros, sin necesidad de realizar 

rodajas, evitando de este modo perder gran parte de las conexiones neuronales. Todo el 

proceso se realizó sobre moscas criadas en LO y luego transferidas a OO para evitar la 

acción de la luz sobre el proceso.  
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La puesta a punto requirió la comprobación de la viabilidad de los cultivos y para ello 

decidimos utilizar un enfoque “fisiológico”. La viabilidad de una neurona puede ponerse 

de manifiesto observando su respuesta a un dado estímulo. La adición de una solución de 

potasio altamente concentrado produce una gran despolarización en las neuronas, lo que 

lleva a un aumento en las concentraciones citoplasmáticas de calcio en ellas. Estos 

cambios en las concentraciones de calcio pueden ser medidos utilizando sensores 

peptídicos diseñados con ese fin. Uno de estos sensores es GCaMP1.3. El mismo es una 

fusión del dominio de unión a calmodulina de la cadena liviana de miosina (M13), una 

versión permutada de GFP y calmodulina (Nakai et al., 2001; Tian et al., 2009). La unión 

del calcio con la calmodulina promueve el pegado de la misma con M13. A su vez esta 

unión permite el arreglo correcto de GFP, lo que lleva a un aumento en su fluorescencia 

(Akerboom et al., 2009). 

Las mediciones sobre los cultivos se realizaron 24 h post-disección. Luego de la 

aplicación de altas concentraciones de potasio se observó un incremento en la 

fluorescencia de GCaMP (Figura 15 A y B), lo que implica la supervivencia de las neuronas 

en los cerebros cultivados y, por ende, el correcto funcionamiento de las técnicas 

empleadas para la disección y cultivo.  

Una vez identificadas las mejores condiciones para cultivar los cerebros, se realizó 

un pequeño relevamiento sobre las distintas proteínas fluorescentes disponibles, para 

identificar aquella que brindara mayores niveles de fluorescencia y definición de las 

proyecciones en las condiciones de cultivo empleadas. Fue así que testeamos cinco líneas 

transgénicas con construcciones del tipo UAS-“proteína fluorescente”. Dos de ellas eran 

versiones de GFP que diferían en la forma de ser ancladas a la membrana, UAS-CD8GFP y 

UAS-gapGFP; mientras que las otras tres proteínas fluorescentes derivaban del péptido 

fluorescente rojo dsRED; UAS-CD8mRFP, UAS-myrRFP, y UAS-CD8mCherry. Las distintas 

líneas fueron evaluadas por expresión en el patrón de PDF, observando las proyecciones 

del circuito en cerebros en cultivo. De todas las proteínas observadas se eligió emplear 

CD8mRFP, por ser la que permite mayores niveles de fluorescencia y mejor definición en 

las neuritas menores. 
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Figura 15. Los cerebros en cultivo responden a pulsos de soluciones altas en potasio luego de 24 h. 
A) Imágenes representativas del momento previo al agregado de la solución alta en potasio (t1) e 
inmediatamente después de su adición (t2). B) Cambios en los niveles de fluorescencia en función 
del tiempo durante el experimento. La flecha marca el momento en que se agregó la solución. En 
el gráfico también se señalan t1 y t2. 

Finalmente, el estudio ex vivo sobre la plasticidad estructural demostró que se trata 

de un proceso complejo. El circuito no sólo transita un proceso de fasciculación y 

desfasciculación, sino que al mismo tiempo ocurren en él procesos que implican cambios 

posicionales de algunas neuritas, así como la aparición y retracción de otras (Figura 16). 

Estas observaciones preliminares sugirieron que podrían estar ocurriendo cambios aún 

más dramáticos, por ejemplo, en el número de sinapsis o en la fuerza de las mismas, los 

cuales en definitiva podrían redundar en cambios en la conectividad. 
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Figura 16. Cambios estructurales circadianos monitoreados ex vivo. Se pueden apreciar imágenes 
representativas de proyecciones axonales de las sLNv de cerebros en cultivo. Más precisamente, 
se muestran dos ejemplos de proyecciones. La primera fotografía fue tomada a las 24 h post-
disección (PD), siendo este momento equivalente a CT14. La segunda fotografía fue tomada 36 h 
PD (CT2). En los ejemplos se pueden observar cambios posicionales (flecha amarilla), aparición de 
neuritas (punta de flecha amarilla) y procesos de fasciculación y desfasciculación (flecha roja). La 

barra de escala indica 20 µm. 

3.2- Cambios sinápticos durante la plasticidad estructural 

Dada la complejidad que involucra el proceso de remodelación del árbol axonal de 

las sLNv a diario, propusimos que semejantes cambios deberían ser acompañados por 

alteraciones en las sinapsis. La aparición y desaparición de nuevas neuritas entre el día y la 

noche llevaron a pensar en la posibilidad de que un porcentaje de las sinapsis fueran 

ensambladas y desensambladas con una cierta periodicidad. Para describir este proceso se 

evaluó la capacidad de distintos marcadores sinápticos (Figura 17) para describir los 

cambios que ocurren en las sinapsis concomitantes con la plasticidad estructural. 

Utilizamos dos abordajes distintos para el testeo de esta hipótesis. En el primero, usamos 

anticuerpos contra proteínas específicas de la sinapsis y realizamos inmunohistoquímica 
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en cerebros disecados. En el segundo, se identificaron líneas de Drosophila portadoras de 

transgenes con proteínas de sinapsis fusionadas a reporteros fluorescentes.  

 

 

Figura 17. Esquema de una sinapsis 
de Drosophila, donde se muestran 
varios de sus componentes 
proteicos. pre: presinapsis, post: 
postsinapsis, Syb: Sinaptobrevina, 
CSP: Cysteine string protein, Syn: 
Sinapsina, Syx: Sintaxina, Brp: 
Bruchpilot, Syt: Sinaptotagmina, 
DLG: Disc-large Adaptado de 
Gilestro et al., Science (2009). 

Decidimos utilizar anticuerpos contra Cysteine String Protein (CSP, Figura 17) y SAP 

para nuestra primera aproximación, ya que estaban disponibles en nuestro laboratorio. 

CSP es una proteína integral de las vesículas sinápticas y es crítica para la liberación rápida 

dependiente de calcio. Mutaciones en esta proteína provocan alteraciones en la 

transmisión y la regulación del calcio presináptico, cambiando la sensibilidad de estos 

procesos a la temperatura (Bronk et al., 2005). SAP es una familia de proteínas que juegan 

un rol importante en la localización y función de los receptores glutamatérgicos y los 

canales de potasio (Fujita y Kurachi, 2000). En Drosophila, esta familia está representada 

por la proteína Disc-large (DLG), quien es necesaria para la formación de los botones 

sinápticos en la PNM (Lahey et al., 1994).  

Lamentablemente, la marcación de proteínas sinápticas con anticuerpos específicos 

no fue, en nuestro caso, de ninguna utilidad. Tanto la tinción contra CSP, como la tinción 

contra SAP revelaron las estructuras generales del cerebro, pero fue imposible utilizarlas 

para distinguir estas proteínas dentro de neuronas individuales. Otros trabajos han 

utilizado este tipo de anticuerpos en el cerebro adulto y se han encontrado con la misma 

situación, utilizándolos finalmente para estudiar cambios globales (Gilestro et al., 2009). 
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Dado que nuestro interés radicaba en los cambios que pudieran sufrir estas proteínas 

específicamente dentro del circuito PDF, decidimos desechar esta aproximación y poner 

nuestros esfuerzos en encontrar proteínas marcadas que pudieran revelarnos más 

información respecto a las posibles remodelaciones en las sinapsis del circuito PDF.  

Seleccionamos entonces cinco proteínas sinápticas fusionadas a marcadores 

fluorescentes. Por un lado elegimos tres proteínas estructurales, dos versiones de DLG, 

DLGA y DLGS97, (Mendoza-Topaz et al., 2008) y Bruchpilot [necesaria para la integridad de 

las zonas y el agrupado de canales de calcio (Kittel et al., 2006; Wagh et al., 2006)]. Esta 

última se discutirá en profundidad en las próximas secciones. Por otra parte, elegimos dos 

proteínas componentes de la maquinaria de secreción vesicular, Sinaptotagmina (ver 

secciones posteriores) y Sinaptobrevina (Syb o VAMP). Ambas son necesarias para la 

transmisión sináptica, pero no para los potenciales sinápticos miniatura (Kidokoro, 2003). 

Syb es además blanco de la toxina tetánica y su ausencia elimina la respuesta 

característica de aumento de potenciales miniatura en respuesta a una solución 

hipertónica, así como también la respuesta a AMP cíclico que ocurre en la PNM en 

respuesta a aumentos de calcio extracelular (Kidokoro, 2003). 

Las sobre-expresiones de DLGA y DLGS97 causaron defectos estructurales en el 

circuito PDF (Figura 18) y por lo tanto no se las pudo utilizar para estudiar sus cambios 

durante la plasticidad estructural. Por otro lado, tanto la expresión de Syb, como de DLGA 

y DLGS97 fusionadas a GFP marcaron la membrana del circuito PDF como un continuo, sin 

poder diferenciarlas de la misma o diferenciar una marca específica y discreta que hiciese 

posible su cuantificación. En ciertas ocasiones también se observaron defectos al sobre-

expresar Syb (Figura 18). De esta manera estas tres construcciones que permiten expresar 

en el circuito deseado marcadores sinápticos fusionados a GFP fueron descartadas del 

análisis. Esto no ocurrió con Bruchpilot y Sinaptotagmina, cuyos resultados se explican a 

continuación. 
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Figura 18. Ejemplo de defectos en las proyecciones de las sLNv causados por la sobre-expresión de 
Syb y DLGA fusionadas a GFP. En ambos casos se puede observar la ausencia de algunas neuritas 
principales y el acortamiento de otras. También es posible apreciar la membrana marcada como 
un continuo y la imposibilidad de distinguir a ésta de las marcas específicas de las proteínas 
sinápticas sobre-expresadas. 

3.2.1- Cambios circadianos en el número y área de las zonas activas 

La liberación de neurotransmisores en una sinapsis química ocurre en lo que se 

conoce como zonas activas (ZA). Estas zonas se caracterizan por un afinamiento de la 

membrana y gran cantidad de vesículas sinápticas. En ocasiones, una zona electro-densa 

de variadas formas y que penetra el citoplasma puede ser vista en las ZA a través de 

microscopía electrónica. Estas estructuras participan en la liberación de vesículas 

sinápticas y en las sinapsis de Drosophila, y por lo general tienen forma de T y se conocen 

como T-bars. Bruchpilot (Brp) es una proteína de la familia CAST/ERC y es un componente 

esencial de las zonas activas en Drosophila, requiriéndose para su integridad y función 

(Kittel et al., 2006; Wagh et al., 2006). En mutantes de brp las zonas activas carecen de T-

bars y los canales de calcio están en menor densidad. Debido a esto la liberación evocada 

de vesículas se encuentra disminuida, así como también se encuentra impedida la 

plasticidad sináptica de corto término (Kittel et al., 2006; Wagh et al., 2006). Brp es de 

hecho parte esencial de las T-bars, siendo el instructor de su ensamblado y agrupando los 

canales de calcio en ella en estadios más avanzados de la maduración de las ZA (Fouquet 

et al., 2009). También se ha visto que durante la plasticidad sináptica de corto y largo 

término incrementos en Brp correlacionan con el fortalecimiento de las sinapsis 
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(Weyhersmüller et al., 2011). Por estas características y funciones, nos pareció que la 

evaluación de Brp podría darnos un fuerte indicio acerca de la existencia, o no, de cambios 

en las sinapsis de las sLNv en la zona dorsal entre el día y la noche. 

Como primera medida, estudiamos qué ocurría en condiciones de LO y observamos 

que entre ZT2 y ZT14 efectivamente cambiaba el número de ZA (Figura 19 B). Mientras 

que en promedio se encontraron alrededor de 40 ZA a ZT2, el número promedio de ZA 

cayó a 31 al llegar a ZT14. Algo similar ocurrió con el área ocupada por la marca Brp 

positiva. A ZT2 nos encontramos con casi 40 µm2 cubiertos de marca, la cual disminuyó 

hasta casi 27 µm2 en ZT14 (Figura 19 C). 

 
Figura 19. Cambios en las ZA se ponen de manifiesto a lo largo del día. A) Imágenes 

representativas. Barra de escala: 10 µm. En los paneles superiores se observa sólo la marca de Brp, 
revelada con un anticuerpo anti GFP. En los paneles de abajo se puede ver una composición que 
muestra la marca de PDF y la de Brp en las mismas proyecciones. B) Los puntos positivos para la 
marca de Brp cambian en número en función del momento del día, siendo mayor su cantidad a 
comienzos del día que de la noche (ANOVA de 1 factor, p<0,05). C) El área cubierta por Brp, 
revelada con anti GFP también oscila entre el día y la noche (ANOVA de 1 factor, p<0,001). 
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Para comprobar la circadianeidad del fenómeno y determinar que no se trata de un 

efecto debido a los cambios de iluminación, el experimento se repitió en ausencia de 

claves ambientales. Moscas criadas en LO fueron luego transferidas a OO y a continuación 

se midió la oscilación de Brp. Previo a estos experimentos se encontró en el laboratorio 

que en CT22 el árbol axonal se encuentra en un estado aún menos complejo que en CT14 

y por lo tanto decidimos incluir ese punto en nuestro análisis.  

 
Figura 20. Las oscilaciones de Brp se mantienen en condiciones de libre curso. A) Imágenes 

representativas para los tres momentos del día subjetivo. Barra de escala: 10 µm. En los paneles 
superiores se observa sólo la marca de Brp, revelada con un anticuerpo contra RFP. En los paneles 
inferiores se puede ver una composición que muestra la marca de PDF y la de Brp en las mismas 
proyecciones. B) La oscilación en el número de zonas Brp+ se mantiene en OO, aunque no existen 
diferencias significativas entre CT14 y CT22 (ANOVA de 1 factor, p=0,0069; diferencia mínima 
significativa = 7,0). C) El área cubierta por Brp también mantiene su oscilación en OO. En este caso 
tampoco hay diferencias significativas entre CT14 y CT22 (ANOVA de 1 factor, p<0,0001; diferencia 
mínima significativa = 3,3). Distintas letras significan diferencias significativas. 

La oscilación en el número de puntos Brp+ se mantuvo en condiciones de libre curso 

encontrándose valores similares a los vistos en LO (Figura 20 B). Lo mismo ocurrió con el 
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área cubierta por esta proteína, para la cual se mantuvo su oscilación en ausencia de la 

clave ambiental lumínica (Figura 20). Sin embargo, no se pudieron apreciar diferencias 

significativas entre los puntos CT14 y CT22 para ninguna de las variables medidas. 

Tal y como preveíamos, la plasticidad estructural está acompañada por cambios en 

las sinapsis. La remodelación de las proyecciones axonales incluye cambios a nivel 

sináptico, donde nuevas ZA aparecen de la noche a la mañana, evidenciándose por un 

aumento en el número de zonas Brp positivas. 

3.2.2- Oscilaciones circadianas en el área cubierta por vesículas sinápticas 

Sinaptotagmina (Syt) es una proteína que funciona como sensor de calcio en la 

exocitosis vesicular (Gustavsson y Han, 2009). Larvas de Drosophila que poseen alelos 

hipomorfos de syt mueren en el tercer estadio larval, poseen potenciales sinápticos 

evocados con reducida amplitud en la PNM y en ella la respuesta a altas concentraciones 

de calcio extracelular también está reducida (Kidokoro, 2003). Syt se encuentra 

específicamente en vesículas sinápticas y vesículas grandes de núcleo denso (involucradas 

en la secreción de péptidos), por lo que se la ha utilizado para revelar la localización y el 

transporte de las mismas (Littleton et al., 1993).  

Utilizando una versión de Syt fusionada a GFP intentamos evaluar si existían cambios 

en cuanto a la disponibilidad de vesículas entre el día y la noche en las proyecciones de las 

sLNv. Al igual que con Brp, evaluamos el número de puntos positivos para Syt y el área 

cubierta por estos. Realizamos los experimentos en OO para poner de manifiesto el 

control circadiano de existir alguna oscilación en estas variables. 

Si bien el número de puntos Syt+ parece disminuir entre CT2 y CT14, y esta 

disminución parece acentuarse conforme la noche avanza (CT22), no se encontraron 

diferencias significativas en estas variaciones (Figura 21 B). El número de puntos Syt+ fue 

más difícil de evaluar que para Brp dada la naturaleza más difusa de la marca, que hace 

complicada la individualización de cada punto. Por ello creímos más descriptiva de la 

abundancia de Syt el área cubierta por la marca. 

El área cubierta por Syt mostró una disminución significativa entre CT2 y CT14. Esta 

diferencia parece desaparecer conforme la noche llega a su fin, dado que en CT22 se 
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observó un leve aumento del área que no posee diferencias significativas respecto a 

ninguno de los otros puntos (Figura 21 B). 

 
Figura 21. Cambios circadianos en la abundancia de vesículas sinápticas. A) Imágenes 

representativas para los tres momentos del día subjetivo. Barra de escala: 10 µm. En los paneles 
superiores se observa sólo la marca de Syt, revelada con un anticuerpo contra GFP. En los paneles 
de abajo se puede ver una composición que muestra la marca de PDF y la de Syt en las mismas 
proyecciones. B) No se encontraron cambios significativos a lo largo del día en la cantidad de 
puntos Syt+, a pesar de verse una tendencia a disminuir durante la noche (ANOVA de 1 factor, p= 
0,1886). C) El tamaño del área Syt+ cambia a lo largo del día en OO, siendo mayor durante el día 
subjetivo y menor durante la noche. Existen diferencias significativas entre CT2 y CT14, pero no se 
puede distinguir CT22 de ninguno de los anteriores, pudiendo tratarse entonces de una condición 
intermedia entre los otros puntos (ANOVA de 1 factor, p = 0,05; diferencia mínima significativa = 
11,6). Distintas letras significan diferencias significativas. 

Esto parece indicar que un mayor número de vesículas se encuentra disponible en 

las proyecciones dorsales durante el día. No podemos distinguir si se trata de vesículas de 

núcleo denso, las cuales contienen PDF (Yasuyama y Meinertzhagen, 2010), o si se trata 

de vesículas sinápticas cargadas con un neurotransmisor clásico. Pero este aumento en la 
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abundancia de vesículas es consistente con el aumento que encontramos en el número de 

ZA (sección anterior), desde las cuales se liberarían las vesículas sinápticas, y con el 

aumento en los niveles de PDF durante el día (Park et al., 2000). 

3.2.3- La oscilación de Brp puede ser modulada por la actividad eléctrica 

Estudios previos del laboratorio demostraron que la actividad eléctrica del circuito 

PDF puede modular la complejidad del árbol axonal de las sLNv, sin afectar la plasticidad 

estructural de las mismas (Depetris-Chauvin et al., 2011). Para definir si de manera similar 

la actividad eléctrica modulaba el número de zonas activas y su oscilación, se sobre-

expresó dentro del circuito PDF un canal de sodio activado por voltaje de origen 

bacteriano, conocido como NaChBac (Ren et al., 2001). NaChBac se activa por 

despolarización a umbrales más bajos que los canales de sodio de Drosophila y de esa 

manera aumenta la excitabilidad de la membrana. Además difiere considerablemente en 

estructura respecto de los canales de sodio eucariotas y es por lo tanto menos sensible a 

las señales intracelulares que se utilizan para modular la excitabilidad de membrana y la 

actividad de los canales iónicos (Ren et al., 2001). Esta herramienta ya ha sido probada en 

Drosophila anteriormente y se ha demostrado que promueve la hiperexcitabilidad de la 

membrana (Nitabach et al., 2006). 

Para evitar defectos que pudieran ser causados por la sobre-expresión de este canal 

durante el desarrollo, decidimos realizar estos experimentos de manera adulto-específica, 

utilizando la herramienta inducible pdf-GS (ver secciones 2.1.4 y 2.2.2). Y para evitar el 

efecto sincronizador de la luz, las observaciones se realizaron al cuarto día de OO.  

Observamos que cuando el circuito es despolarizado durante el estadio adulto 

desaparecen los cambios en el número de ZA a lo largo del día (Figura 22). Pero algo que 

llama aún más la atención es que, durante los tres momentos del día observados, el 

número de ZA se mantiene en un nivel similar al que se observa en CT2. Estas 

observaciones correlacionan con el hecho de que por la mañana el potencial de 

membrana del circuito se encuentra más despolarizado y por la noche más 

hiperpolarizado (Cao y Nitabach, 2008; Sheeba et al., 2008). La acción de NaChBac 
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despolariza al circuito, haciéndolo en cierta forma más parecido a un circuito por la 

mañana que por la noche. 

 

 

 

Figura 22. Las oscilaciones en el número 
de ZA pueden ser detenidas por la 
expresión de NaChBac. Cuantificación 
del número de ZA, determinadas como 
marca positiva para Brp. Mientras que 
en el control existen diferencias 
significativas entre CT2 y los otros dos 
puntos observados, al sobre-expresar 
NaChBac estas diferencias no se 
encuentran y los niveles para los tres 
puntos estudiados no se pueden 
diferenciar. ANOVA de 2 factores; 
interacción significativa p = 0,0067, 
efectos simples: pdf-GS>brp

RED p = 
0,0002; pdf-GS>brp

RED
,NaChBac p = 

0,8002. Distintas letras significan 
diferencias significativas. 

3.3- La plasticidad estructural depende de la expresión de PDF 

Puesto que PDF es la señal más conocida e importante liberada por las sLNv, se 

evaluó si existía una relación entre ésta y la plasticidad estructural. Como primera medida 

tratamos de estudiar qué ocurría con los cambios morfológicos en un mutante nulo para 

pdf, ya caracterizado comportamentalmente (pdf
01). Para nuestra sorpresa, al observar las 

proyecciones dorsales del circuito PDF en pdf
01 encontramos que las mismas presentaban 

claros defectos estructurales. Esto nos llevó a pensar en una posible actividad de PDF 

durante el desarrollo y se transformó en el centro de nuestra investigación futura (ver 

sección 4 resultados). 

Para poder continuar con nuestro estudio acerca de la relación entre PDF y la 

plasticidad estructural, una vez más utilizamos la herramienta pdf-GS. Esta vez, la 

combinamos con un ARN de interferencia contra pdf (pdf
ARNi), el cual ya había sido 

utilizado en otros trabajos (Shafer y Taghert, 2009). Para favorecer la acción del ARN de 

interferencia (ARNi) se sobre-expresó también la proteína Dicer, la cual está involucrada 
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en el procesamiento de este tipo de ARN de doble cadena. Como control se utilizó la línea 

pdf-GS expresando solamente Dicer (pdf-GS>+). Además de poder estudiar la plasticidad 

bajando los niveles de PDF de manera adulto-específica, esta aproximación nos permitió 

corroborar que el defecto estructural en pdf
01 se trataba de la acción de PDF en el 

desarrollo, ya que el defecto no se encontró en los individuos con niveles normales de PDF 

durante el estadio larval y disminuidos en la vida adulta (Figura 23 y Figura 27 sección 4.2). 

Al bajar los niveles de PDF expresando pdf
ARNi se observó la desaparición de las 

oscilaciones estructurales. La complejidad del circuito se mantuvo en valores 

indistinguibles estadísticamente de los que se observan en un control por la noche (Figura 

23 B).  

 

Figura 23. La plasticidad estructural depende de los niveles de PDF. A) Imágenes representativas 
de las proyecciones dorsales de las sLNv de un control y un individuo con niveles reducidos de 
PDF. Nótese la alta efectividad del ARNi contra PDF. Inmunohistoquímica contra PDF (rojo) y GFP 
(blanco). La barra de escala representa 10 µm. B) Cuantificación de los cruces totales de los axones 
de las sLNv utilizando el método de Sholl. Mientras que en el control se puede apreciar la clásica 
oscilación en la complejidad estructural, la plasticidad desaparece en ausencia de PDF y el circuito 
se asemeja todo el día al de un control por la noche. ANOVA de 2 factores; interacción significativa 
p = 0,0052, efectos simples: pdf-GS>+ p = 0,0001; pdf-GS>pdf

ARNi p = 0,2029. Letras distintas 
indican diferencias significativas.  
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De esta manera, se comprobó que la plasticidad estructural está relacionada con los 

niveles de PDF, probablemente a través de los receptores de PDF (PDFR) funcionales en 

las propias sLNv (Shafer et al., 2008). 

Hasta el momento no se ha podido analizar fehacientemente el efecto de la sobre-

expresión de PDF. Utilizando una construcción del tipo UAS-pdf se intentó sin éxito 

aumentar los niveles del péptido, probablemente debido a un fuerte control 

postranscripcional sobre el mismo. Tanto los niveles observados durante CT2, como en 

CT14 fueron indistinguibles entre los controles y aquellos que portaban los transgenes 

adecuados; al punto de no encontrarse una interacción significativa en un ANOVA de dos 

factores (genotipo y momento del día). En este análisis los genotipos fueron 

indistinguibles entre sí, y los momentos del día resultaron significativos (ANOVA de 2 

factores p = 0,4048; genotipo p = 0,5403; momento del día p = 0,0006). 
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4- Desarrollo de las sLNv 
  



 

 77 

4.1- Los mutantes pdf
01

 presentan proyecciones anómalas en las sLNv 

4.1.1- El defecto estructural de los adultos que carecen de PDF (pdf
01

) 

Como se mencionó en la sección 3.3, intentando estudiar el vínculo entre PDF y la 

remodelación circadiana, encontramos que las proyecciones axonales de las sLNv 

presentaban una morfología aberrante en mutantes pdf
01. Imaginando una posible acción 

de PDF durante el desarrollo de este circuito y en virtud de lo poco que se conoce 

respecto del desarrollo de uno de los circuitos cruciales en el control de los ciclos de 

actividad/reposo, decidimos ahondar en esta investigación.  

Para poder observar la morfología del circuito se expresaron versiones de 

membrana de distintas proteínas fluorescentes en el patrón definido por el promotor pdf, 

utilizando el sistema GAL4/UAS (GFP o RFP, pdf>GFP y pdf>RFP respectivamente). Esta 

estrategia revela la integridad del circuito, tanto los somas como las proyecciones de las 

sLNv y las lLNv (ver sección 1.2.1).  

En cerebros control las proyecciones de las sLNv se dirigen fasciculadamente hacia la 

zona dorsal del protocerebro y al llegar allí se arborizan formando un patrón característico 

(Figura 24 A). Contrariamente, en los mutantes pdf
01, se encontró que una o dos 

proyecciones por hemisferio mostraban una morfología anormal (Figura 24 B), y 

continuaban su crecimiento hacia el tracto óptico posterior (para detalle anatómico ver 

Figura 6). A pesar de este crecimiento anormal, las proyecciones nunca cruzaron la línea 

media del cerebro. Tal vez una de las cosas más llamativas fue que este defecto se 

encontró en una alta proporción de los cerebros analizados para el mutante nulo 

(pdf>GFP;pdf
01), llegando a un 80%; mientras que en el control (pdf>GFP) rara vez fue 

visto (sólo 7% de los casos, Figura 24 C). El largo promedio observado de las proyecciones 

anormales fue de 106,7 µm con una desviación estándar de 33,5 µm. 
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Figura 24. Un subgrupo de proyecciones de las sLNv presentan defectos en pdf
01. A y B) Imágenes 

representativas de las proyecciones dorsales de las sLNv en cerebros de un control (pdf>GFP, A) y 
un mutante (pdf>GFP;pdf

01, B). Algunas proyecciones de las sLNv (flecha negra) continúan 
creciendo hacia el tracto óptico posterior (POT). Inmunohistoquímica contra PDF (rojo) y GFP 

(negro). La barra de escala representa 20 µm. C) Cuantificación del fenotipo aberrante. El 
porcentaje de cerebros con defecto fue significativamente diferente entre pdf>GFP y 
pdf>GFP;pdf

01 (ANOVA de un factor, p< 0,001). Alrededor del 80% de los cerebros mutantes 
presentó defectos, mientras que sólo el 7% lo hizo en los controles. Resultados similares se 
obtuvieron usando RFP en lugar de GFP como marcador de membrana. Si bien el defecto aparece 
a ambos lados del cerebro, la cuantificación fue realizada observando sólo un hemisferio. 

4.1.2- El defecto no está presente en estadios larvales 

Las sLNv se pueden detectar por primera vez en la larva 1, cuatro horas luego de que 

la larva ha eclosionado (Helfrich-Forster, 1997). Este grupo de neuronas persiste durante 

la metamorfosis, momento en el cual sus proyecciones axonales en el protocerebro dorsal 

arborizan más abundantemente. Para examinar en qué momento aparece el fenotipo en 

el circuito observado en el cerebro adulto del mutante, analizamos la forma de las sLNv en 

animales pdf>RFP;pdf
01 en un estadio larval avanzado. Elegimos para este experimento el 

estadio previo a la pupariación, larva 3 tardía (L3-ta). 
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Llamativamente, no se encontraron diferencias al comparar las proyecciones 

dorsales del control y el mutante pdf>RFP;pdf
01 (Figura 25). En ambos casos la ausencia de 

fenotipo anormal fue casi completa, encontrándose defectos tan sólo en un cerebro 

control. Esto sugiere fuertemente que los defectos observados aparecen tarde en el 

desarrollo, muy probablemente durante la metamorfosis. 

 

Figura 25. Imágenes representativas de las proyecciones de las sLNv en cerebros de larva tres 
tardía para pdf>RFP (izquierda) y pdf>RFP;pdf

01 (derecha). No se encontraron diferencias 
significativas. El defecto sólo fue visto en una proporción muy baja de cerebros (pdf>RFP = 8% y 

pdf>RFP;pdf
01 = 0%; Kruskal-Wallis, p = 0,40). La barra de escala representa 20 µm.  

4.2- PDF es necesario en el primer estadio larval para el correcto establecimiento del 

circuito en la adultez  

Para poder evaluar los requerimientos de PDF durante el establecimiento del 

circuito en distintos estadios se empleó la herramienta inducible pdf-GS (ver secciones 

2.1.4), la cual se combinó con la línea pdf
ARNi

 utilizada en la sección 3.3. Como se 

mencionó anteriormente, esta línea de pdf
ARNi fue previamente utilizada con éxito para 

remedar los distintos fenotipos comportamentales asociados a pdf
01 (Shafer y Taghert, 

2009).  

Se diseñaron 7 protocolos para disminuir los niveles de PDF, abarcando distintas 

etapas de la vida de los individuos (Figura 26 y sección 2.2). En primer lugar se evaluó si 

los defectos observados en pdf
01 podrían deberse a la ausencia de PDF. Para ello, tratando 

de imitar lo que ocurre en pdf
01, la inducción de la expresión del ARNi contra el 

neuropéptido se realizó durante toda la vida de los individuos, desde el desarrollo 
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temprano. En los otros protocolos se evaluaron los requerimientos específicos en distintos 

estadios definidos morfológica y comportamentalmente, realizando la inducción tan sólo 

en el estadio a evaluar. Los estadios elegidos fueron: larva 1, larva 2, larva 3 temprana, 

larva 3 tardía, pupa y adulto. Una vez realizada la inducción se permitió el desarrollo 

normal del individuo y luego de la emergencia del adulto se examinó la morfología del 

circuito por inmunohistoquímica.  

Para favorecer la acción del ARNi se expresó conjuntamente Dicer. Además, para 

poder visualizar el circuito cuando los niveles de PDF fueran bajos se expresó una versión 

de GFP de membrana en los animales tratados (pdf-GS>pdf
ARNi). La expresión de ambos 

transgenes estuvo bajo el control del mismo sistema inducible pdf-GS. En los individuos 

control (pdf-GS>+) también se incluyeron estos transgenes y difirieron de los tratados sólo 

en la ausencia del transgen UAS- pdf
ARNi. 

 

Figura 26. Esquema de los distintos protocolos de inducción. Los cuadrados verdes simbolizan 
cada estadio evaluado, mientras que las barras rojas muestran el tiempo de inducción en cada 
protocolo. L1: Larva 1, L2: Larva 2, L3-te: Larva 3 temprana, L3-ta: Larva 3 tardía, Pu: Pupa, Ad: 
Adulto, RU: RU486. Para ver el detalle de los protocolos de inducción dirigirse a la sección 2.2. 

La desregulación crónica de los niveles de PDF, mediante la inducción del ARNi 

durante toda la vida del individuo, recreó las características del fenotipo morfológico de 

pdf
01 (Figura 27 B). Esto confirmó nuestra hipótesis de que la aberración estructural se 

debía a la ausencia de PDF. 

A continuación se realizaron los protocolos mencionados anteriormente. Tal y como 

se vio en la sección 3.3, al bajar los niveles de PDF sólo en el estadio adulto no se 

produjeron defectos estructurales en el circuito PDF. Las proporciones de cerebros con 
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proyecciones anómalas en animales con o sin PDF resultaron estadísticamente 

indistinguibles (Figura 27 A izquierda y B). Este fue el primer indicio de que la función de 

PDF sobre el establecimiento correcto de la morfología adulta de las proyecciones tiene 

lugar durante el desarrollo. 

 
Figura 27. PDF es necesario durante el estadio larval 1. A) Imágenes representativas de las 
proyecciones de cerebros adultos de pdf-GS>pdfARNi tratados con RU486 en la adultez (izquierda) o 
en larva 1 (derecha). Se realizó inmunihistoquímica contra GFP (negro) y PDF (rojo). La barra de 

escala representa 10 µm. B) Resumen de los resultados obtenidos. La columna “Defecto (%)” se 
refiere al porcentaje de cerebros con defecto en las proyecciones de las sLNv. El análisis 
estadístico involucró un ANOVA de dos factores cuya interacción fue significativa (p< 0,001). Se 
realizaron efectos simples y en la tabla se indica el valor p de la comparación entre genotipos 
dentro de cada estadio. Sólo el tratamiento realizado en L1 reprodujo los defectos en las sLNv de 
pdf01. Des+Ad: Desarrollo + adulto, Ad: Adulto, L1: Larva 1, L2: Larva 2, L3-te: Larva 3 temprana, L3-
ta: Larva 3 tardía, Pu: Pupa. 

El análisis de los restantes estadios ayudó a definir la ventana temporal del 

requerimiento de PDF en el desarrollo y arrojó un dato sorpresivo. A pesar de la 

malformación estar ausente en el estadio larval, el único estadio en el que bajar los 

niveles de PDF tuvo consecuencias en el circuito adulto fue larva 1 (Figura 27 A derecha y 

B). Así, aunque los niveles de PDF se recuperaron en la adultez, la disminución transitoria 

de los mismos a comienzos del estadio larval fue suficiente para disparar el defecto 

estructural. En ninguno de los otros estadios larvales o la pupa la disminución de niveles 

de PDF provocó defectos. Esta observación permitió concluir que PDF juega un rol activo 

en el establecimiento del circuito en etapas muy tempranas del desarrollo. Pero este 
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efecto se hace evidente solamente después de atravesar las remodelaciones que ocurren 

en la metamorfosis. 

La actividad locomotora rítmica es altamente sensible a la alteración en los niveles 

de PDF (Wulbeck et al., 2008; Shafer y Taghert, 2009). Para confirmar que los niveles de 

PDF se recuperan por completo después de una desregulación aguda en larva 1, se 

monitoreó la actividad locomotora de moscas que atravesaron ese tratamiento y se las 

comparó con la de aquellas en las cuales la desregulación ocurrió sólo en la vida adulta. 

Tal y como se esperaba, la disminución de niveles de PDF en el adulto reprodujo los 

defectos comportamentales observados en pdf
01 [perdida de la ritmicidad en 

aproximadamente la mitad de la población y acortamiento del período en aquellos 

individuos que se mantuvieron rítmicos (Renn et al., 1999a)]. Por el contrario, ningún 

defecto grosero pudo ser asociado con la presencia de la proyección anómala provocada 

por la disminución de niveles de PDF en larva 1 (Figura 28 A y B). Esto era de esperar, ya 

que existen reportes previos que indican que la sola presencia de una proyección hacia el 

protocerebro dorsal es suficiente para promover una actividad locomotora circadiana 

“normal” en mutantes disconnected (Helfrich-Forster, 1998). 

 
Figura 28. El defecto estructural no afecta el comportamiento locomotor. En la parte superior se 
muestran actogramas representativos de los genotipos más interesantes a comparar. La 
desregulación de los niveles de PDF en larva 1 no afecta el período, ni la ritmicidad. Por el 
contrario la bajada de niveles de PDF en el adulto recapitula los fenotipos observados en pdf

01. Es 
necesario mencionar que el RU486 alarga el período en condiciones de libre curso mientras es 
administrado. El análisis de períodos incluyó ANOVA de un factor (p = 0,0001) y un test de Tukey 
(p<0,05, diferencia mínima significativa = 0,44 h). Para el análisis de la ritmicidad se llevó a cabo un 
ANOVA de un factor (p<0,0001) y un test de Tukey (p<0,05, diferencia mínima significativa = 
17,27%). 
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4.3- El receptor de PDF y su función en el desarrollo de las sLNv 

4.3.1- El mutante del receptor de PDF presenta el mismo fenotipo que pdf
01 

El reconocimiento de la señal de PDF en la membrana de las células blanco se 

produce a través de un receptor de siete pasos transmembrana acoplado a proteína G de 

clase II, conocido como PDFR (Hyun et al., 2005; Lear et al., 2005; Mertens et al., 2005). 

Los mutantes de PDFR, como han
5304

 y han
3369, reproducen el fenotipo comportamental 

observado en pdf
01 y moscas que presentan mutaciones tanto en PDF como en PDFR no 

presentan un fenotipo distinto a las mutaciones individuales, lo que indica que se 

encuentran en la misma vía de señalización (Hyun et al., 2005; Lear et al., 2005; Mertens 

et al., 2005). La llegada de PDF promueve la síntesis de AMP cíclico a través de PDFR (Hyun 

et al., 2005; Shafer et al., 2008), quien actúa activando distintas adenilatociclasas 

dependiendo del grupo neuronal (Duvall y Taghert, 2012). Este aumento en el AMP cíclico 

en respuesta a PDF se encuentra ausente en los mutantes han (Shafer et al., 2008). El 

mutante han
3369 posee una deleción que elimina al séptimo paso transmembrana y el 

extremo C terminal, mientras que la deleción en han
5304 es aún mayor e incluye todos los 

pasos transmembrana y el extremo C terminal (Hyun et al., 2005). Éste último es el 

mutante mejor caracterizado (Hyun et al., 2005; Shafer et al., 2008). Por ello lo elegimos 

para estudiar si era a través del receptor canónico, PDFR, que PDF señalizaba durante el 

proceso que promueve el correcto establecimiento del circuito. 

Al igual que con pdf
01, la primera aproximación fue observar si el defecto 

morfológico estaba presente en los adultos del mutante han
5304. Para esto, la herramienta 

pdf >GFP fue introducida en el contexto genético de la mutación han
5304 (han

5304
;pdf>GFP) 

para poder observar las proyecciones de las sLNv. Tal como se esperaba, los cerebros 

pertenecientes al mutante han
5304 fueron indistinguibles de los provenientes de pdf

01, 

siendo incluso la incidencia del fenotipo similar (Figura 29 A y B). 
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Figura 29. El receptor canónico de PDF está involucrado en el proceso de desarrollo. A) Imagen 
representativa de la morfología de las sLNv en el mutante han

5304. Se puede observar la similitud 
con el fenotipo visto en pdf

01, donde algunas proyecciones continúan creciendo hacia el tracto 
óptico posterior (flecha negra). Los cerebros fueron marcados con anticuerpos anti PDF (rojo) y 

anti GFP (negro). La barra de escala representa 20 µm. B) Cuantificación del fenotipo morfológico 
anormal. Para cada genotipo evaluado se muestra el porcentaje de cerebros en los que aparece el 
defecto en las proyecciones de las sLNv. Se encontraron diferencias significativas entre el control 
(pdf>GFP) y ambos genotipos mutantes (han

5304
;pdf>GFP y pdf>GFP/pdf

01), pero no se observaron 
diferencias significativas entre han

5304
;pdf>GFP y pdf>GFP/pdf

01 (ANOVA de un factor, p< 0,001; 
Tukey p<0,05, diferencia mínima significativa = 27,39%). 

4.3.2- PDFR es necesario en la postsinapsis durante el desarrollo del circuito 

PDFR tiene un patrón de expresión muy amplio (Figura 30, en verde) que comprende 

neuronas no circadianas y circadianas, entre las que se incluyen las propias sLNv (Shafer et 

al., 2008; Im y Taghert, 2010). Con la idea de discernir el o los grupos neuronales donde 

PDFR es requerido durante el desarrollo de las sLNv, se combinaron distintas líneas GAL4 

con una línea UAS-ARNi contra PDFR (pdfr
ARNi). De esta manera se redujeron los niveles de 

PDFR en determinados grupos neuronales y se observó su contribución. Los distintos GAL4 

fueron seleccionados teniendo en consideración su patrón de expresión y evaluándolos 

como posibles postsinapsis del circuito PDF. Así, se generaron dos grupos; el primero de 
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postsinapsis circadiana y el segundo de postsinapsis no circadiana. Al igual que en el caso 

de pdf
ARNi, Dicer fue coexpresado con pdfr

ARNi para incrementar el accionar de la 

maquinaria de interferencia de ARN. Para validar la aproximación la primera línea GAL4 

testeada fue pdfr-GAL4, que expresa GAL4 en el patrón de expresión de PDFR. Como 

esperábamos, la expresión de pdfr
ARNi en el patrón de pdfr provocó el mismo fenotipo que 

el observado en los mutantes han
5304, validando la idea y herramienta (Tabla 1). Dado que 

existe una cierta controversia en cuanto al patrón de expresión de pdfr, y existen distintas 

herramientas generadas por varios laboratorios, se corroboró el patrón de la línea GAL4 

empleada en este trabajo para determinar si tenía expresión en la glía y si abarcaba varios 

grupos neuronales, como es de esperar para pdfr. El patrón de expresión de esta línea se 

puede ver en la Figura 30, donde la línea fue cruzada con una versión nuclear del 

reportero fluorescente GFP. Se puede observar que la expresión es realmente amplia, 

marcándose varios grupos de células a lo largo del cerebro. Para confirmar que las células 

observadas fueran neuronas y no glía, se realizó conjuntamente una tinción contra Repo, 

el cual es un gen que se expresa únicamente en la glía, y por lo tanto se lo emplea 

corrientemente como marcador de la misma. En la Figura 30 se puede observar que no 

hay colocalización entre la señal de GFP nuclear y Repo, lo que indicaría que con nuestra 

línea pdfr GAL4 no se expresa en la glía. Además, el coeficiente de Pearson para la 

evaluación de esta colocalización fue de 0,06, lo que demuestra que no hay una función 

lineal que explique la localización de uno en función del otro. 
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Figura 30. pdfr-GAL4 no se expresa en la glía. Imágenes representativas del patrón de expresión de 
pdfr-GAL4 (izquierda) utilizándolo para expresar una versión nuclear de GFP (GFPn). No se 
encontró expresión del mismo en la glía. No se observó colocalización con el marcador de glía 
Repo (derecha). Se muestra además la magnificación de una zona determinada (recuadro blanco) 
en la que se observa la ausencia de colocalización entre las señales. Se utilizó la herramienta 
“Coloc 2” del programa Fiji para analizar la colocalización y se obtuvo un coeficiente de Pearson de 

0,06 en el análisis. La barra de escala representa 30µm. 

La validación de esta aproximación experimental permitió continuar la 

caracterización acerca de los requerimientos de pdfr en los distintos grupos neuronales. 

Como primera medida se evaluó su requerimiento en las neuronas circadianas, para lo 

cual se empleó  la línea tim-GAL4 para dirigir la expresión de pdfr
ARNi a las neuronas TIM 

positivas (TIM+). La desregulación de PDFR en estas neuronas fue suficiente para recrear 

el fenotipo aberrante. Pero puesto que las propias neuronas PDF son TIM+ y se ha 

demostrado que PDFR se expresa y es funcional en algunas sLNv (Shafer et al., 2008; Im y 

Taghert, 2010), se evaluó la posibilidad de un efecto autónomo de célula utilizando pdf-

GAL4. Limitar la ausencia de PDFR sólo a las neuronas PDF no produjo ningún defecto en 

la estructura del circuito, excluyendo de esa manera un requerimiento autócrino de la 

señal de PDF durante el establecimiento del mismo (Tabla 1). Para confirmar que PDF es 

requerido en la postsinapsis circadiana se combinó tim-GAL4 con pdf-GAL80, y de esta 

manera la actividad de GAL4 fue restringida tan sólo a las neuronas TIM+PDF- (ver sección 

2.1.4 para más información sobre GAL80). Nuevamente, la disminución en los niveles de 

PDFR en las neuronas TIM+PDF- fue suficiente para desencadenar el defecto en el 

recorrido axonal (Tabla 1). 

Para testear la contribución de las neuronas no circadianas a este fenómeno del 

desarrollo, se seleccionaron cuatro líneas GAL4 que permiten bajar los niveles de PDFR en 
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grupos neuronales ubicados en estructuras características del cerebro, las cuales por su 

cercanía anatómica y/o función, son posibles blancos postsinápticos del circuito PDF. Así, 

utilizamos c232-GAL4 (Martin et al., 1999) para bajar los niveles de PDFR en el complejo 

central, encargado de la coordinación y la actividad motora; ok107-GAL4 (Connolly et al., 

1996) para hacerlo en los cuerpos pedunculados, involucrados en aprendizaje y memoria; 

y por último, kurs58-GAL4 y mai 301-GAL4 (Siegmund y Korge, 2001) para disminuir PDFR 

en la pars intercerebralis, área neurosecretora adonde llegan las proyecciones de las sLNv. 

De todos estos grupos neuronales, sólo aquellos ubicados en el complejo central y que 

expresan el producto del gen c232 parecen estar parcialmente involucrados. La 

disminución de niveles de PDFR en los cuerpos pedunculados y la pars intercerebralis no 

provocó defectos observables, mientras que la desregulación de pdfr en el complejo 

central, a través de c232-GAL4, provocó en un 50% de los cerebros observados un defecto 

similar en el recorrido de las proyecciones (Tabla 1). Si bien no puede descartarse la falta 

de efecto a causa de la fuerza de los promotores empleados, estos experimentos 

confirman que la señalización de PDF a través de PDFR en la postsinapsis es importante 

para el refinamiento de las proyecciones de las sLNv. 
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Tabla 1. La disminución de los niveles de PDFR en las neuronas TIM+ o C232+ es suficiente para 
disparar el defecto. 

Genotipo Cerebros con defecto en sLNv (%) Significancia 

pdf>GFP 7,3 A 

han
5304

;pdf>GFP 86,0 B 

pdfr>pdfr
ARNi 70,0 B 

tim>pdfr
ARNi 73,3 B 

pdf>pdfr
ARNi 19,3 A 

tim.pdf80>pdfr
ARNi 68,7 B 

kurs58>pdfr
ARNi 10,7 A 

mai301>pdfr
ARNi 17,4 A 

ok107>pdfr
ARNi

 14,2 A 

c232>pdfr
ARNi 44,4 C 

Diferentes líneas GAL4 fueron empleadas para bajar los niveles de PDFR en grupos neuronales 
específicos. pdfr>pdfr

ARNi y tim>pdfr
ARNi reproducen el fenotipo anormal. No se observaron 

diferencias significativas entre estos y han
5304

;pdf>GFP. Por otro lado, pdf>pdfr
ARNi fue 

indistinguible de pdf>GFP. El silenciamiento de pdfr en las neuronas circadianas, exceptuando las 
PDF (tim.pdf80>pdfr

ARNi) reprodujo los defectos de han
5304. La desregulación de los niveles de pdfr 

sólo trajo aparejados defectos en el recorrido axonal cuando tuvo lugar en el complejo central 
(c232>pdfr

ARNi). Sin embargo, estos defectos fueron de menor incidencia que en los otros casos y 
sólo estuvieron presentes en alrededor del 50% de los casos. La disminución de pdfr en la pars 

intercerebralis o los cuerpos pedunculados (kurs58>pdfr
ARNi, mai301>pdfr

ARNi) no produjo defectos 
en las arborizaciones dorsales de las sLNv, las cuales fueron indistinguibles de las del control. El 
análisis estadístico se caracterizó por un ANOVA de un factor (p<0,0001) y un test de Duncan 
(p<0,05). Las letras distintas indican diferencias significativas.  

4.4- La vía de BMP funciona como señal retrógrada en el refinamiento de las sLNv 

4.4.1- La activación de la vía de BMP en las sLNv rescata el fenotipo en han
5304

 

Una correcta conexión requiere una comunicación bidireccional entre las células pre 

y postsinápticas. En años recientes un grupo de morfógenos fue identificado como señales 

de intercomunicación entre la pre y las postsinapsis (ver sección 1.3.3), particularmente 

GBB (Aberle et al., 2002; Marques et al., 2002; McCabe et al., 2003; Rawson et al., 2003; 

McCabe et al., 2004) y Wg (Packard et al., 2002). Los experimentos anteriores 

identificaron a PDF como una señal emitida por las sLNv hacia su postsinapsis, por lo cual 
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funciona como una señal anterógrada. Continuando con esta investigación se propuso 

identificar qué molécula o moléculas podrían actuar como mensajeros retrógrados en el 

refinamiento de las proyecciones dorsales del circuito PDF, tomando como principales 

candidatos a GBB y Wg. Nuestra hipótesis fue que si alguno de ellos fuera el mensajero 

retrógrado empleado en este proceso su sobre-expresión en la postsinapsis debería 

sobreponer la falta de señalización de PDF en mutantes han
5304, y consecuentemente 

restaurar el fenotipo salvaje del árbol axonal de las sLNv. Para ponerla a prueba se sobre-

expresó GBB o Wg en el patrón de expresión de pdfr en mutantes han
5304, utilizando la 

herramienta GAL4/UAS. 

Mientras que la sobre-expresión de Wg no rescató el fenotipo, la sobre-expresión de 

GBB logró un rescate parcial (Figura 31 B y E). Como se mencionó en la sección 4.1, el 

defecto en el recorrido de las proyecciones se encuentra en ambos hemisferios 

cerebrales. Si bien en han
5304 la proporción de cerebros que presenta este defecto a 

ambos lados es superior al 70%, en contexto de la sobre-expresión de GBB menos del 20% 

muestra el fenotipo aberrante a ambos lados del cerebro (Figura 31 B y E). El rescate 

incompleto podría deberse a la incapacidad de lograr los niveles de GBB necesarios o a la 

posibilidad de que otros ligandos (quizás de la misma vía) sean relevantes en el proceso. 

Como estrategia complementaria se decidió sobre-expresar en las sLNv receptores 

de tipo I de la vía de BMP constitutivamente activados, dentro del contexto han
5304. De 

estar la vía de BMP involucrada en el desarrollo de las sLNv, esta aproximación también 

debería sustituir la falla en la comunicación mediada por PDF en el mutante han
5304. 

Puesto que GBB puede señalizar a través de Tkv y Sax (Haerry et al., 1998), se evaluaron 

ambos receptores. Llamativamente, esta estrategia probó ser más eficaz que la anterior 

para recuperar el fenotipo salvaje, logrando índices más altos de rescate con ambos 

receptores (Figura 31 C - E).  
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Figura 31. La activación de la vía de BMP revierte el fenotipo mutante. Se expresaron ligandos de 
diferentes vías en las neuronas PDFR en un contexto mutante para PDFR. A y B) GBB rescata 
parcialmente el fenotipo de han

5304, no así Wg. Imágenes representativas de cerebros de 
han

5304;pdfr>GFP (A) y han
5304;pdfr>GBB (B). Mientras que la mayoría de los cerebros de 

han
5304;pdfr>GFP muestran defectos en ambos hemisferios, esto sucede sólo en una pequeña 

proporción de cerebros han
5304;pdfr>GBB. Los cerebros fueron sujetos a una inmunohistoquímica 

contra PDF (negro). La barra de escala representa 20 µm. C y D) Las versiones constitutivamente 
activas de los receptores Tkv y Sax restauran el fenotipo salvaje a han

5304. Se incluyen imágenes 
representativas de cerebros han

5304;pdf>TkvA (C) y han
5304;pdf>SaxA (D) revelados con anti PDF 

(negro). La expresión de cualquiera de los dos receptores de tipo I constitutivamente activos 
reduce significativamente el porcentaje de cerebros con defecto en un mutante de pdfr. E) 
Resumen de los resultados obtenidos. Se realizó un ANOVA de un factor (“al menos un lado 
afectado” p= 0,0006; “Ambos lados afectados” p<0.0001) y Tukey (p<0,05, “al menos un lado 
afectado” diferencia mínima significativa = 33,46%; “Ambos lados afectados” diferencia mínima 
significativa = 26,72%). Letras distintas indica diferencias significativas. 
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4.4.2- GBB y su vía canónica actúan en las sLNv durante su refinamiento 

A continuación se decidió estudiar si el resto de la vía canónica de BMP estaba 

involucrada durante la remodelación de las sLNv. Se intentó realizar estudios sobre-

expresando dominantes negativos para Tkv, Sax y Wit en las sLNv, pero los resultados 

fueron inconsistentes; obteniendo resultados contradictorios en cada ronda experimental, 

probablemente a causa de ligeras diferencias de niveles de expresión que dependen en 

parte de sutiles cambios en la temperatura entre experimentos. 

Por lo tanto se utilizaron ARNi dirigidos contra los distintos componentes de la vía, 

los cuales se expresaron en las neuronas PDF. Como se mencionó en mayor detalle en la 

sección 1.3.2, la vía de BMP comprende dos receptores de tipo I (Tkv y Sax) que se activan 

luego de que el receptor de tipo II (Wit) los fosforila al formarse un complejo entre ellos 

por la unión al ligando. Sea éste Tkv o Sax, el receptor de tipo I fosforila a Mad, quien 

forma un complejo con Med y transloca al núcleo (Marques, 2005). La caída de niveles de 

cualquiera de estos componentes de la vía, específicamente en el circuito PDF, reprodujo 

el fenotipo aberrante en las sLNv. En ciertas ocasiones, al bajar los niveles de estas 

moléculas los defectos en el recorrido de las proyecciones fueron peores. En otros casos 

incluso se vieron afectadas todas las sLNv y no sólo una o dos como suele ocurrir en pdf
01 

y han
5304. En casos más extremos las proyecciones de las sLNv alcanzaron la parte dorsal 

del cerebro, pero carecieron de su clásica arborización en el protocerebro dorsal (Tabla 2). 

Algunos de estos casos se ejemplifican en la Figura 32. 
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Tabla 2. La vía canónica de BMP es importante para el desarrollo de las sLNv. 

Genotipo Cerebros con defecto en sLNv (%) Significancia 

pdf.Dicer;myrRFP>+ 24,3 A 

pdf.Dicer;myrRFP>tkv
ARNi-105834KK 58,1 B 

pdf.Dicer;myrRFP>wit
ARNi-103808KK

 66,4 B 

pdf.Dicer;myrRFP>med
ARNi-106767KK

 74,2 B 

pdf.Dicer;myrRFP>mad
ARNi-110517KK

 84,6 B 

La bajada de niveles de tkv, wit, med o mad genera fenotipos aberrantes en las sLNv que incluyen 
problemas en el recorrido axonal y falta completa de arborizaciones dorsales. Defectos similares 
fueron obtenidos utilizando otras líneas no incluidas en el análisis estadístico por haberse 
realizado una sola réplica con ellas (sLNv con defecto %, pdf.Dicer;myrRFP>tkvARNi-31040Trip= 54,55%; 
pdf.Dicer;myrRFP>witARNi-25949Trip= 80,00%; pdf.Dicer;myrRFP>medARNi-31928Trip= 100,00%). El análisis 
incluyó ANOVA de un factor (p = 0,0011) y test de Tukey (p<0,05, diferencia mínima significativa = 
32,1%). Letras diferentes implican diferencias significativas. 

Estos experimentos sugieren fuertemente que la vía de BMP está activa en todas las 

sLNv en el momento del refinamiento del circuito, pero algunas parecen depender de una 

combinación distinta de ligandos. 

 
Figura 32. La bajada de niveles de los componentes de la vía de BMP puede traer aparejada 
fenotipos más fuertes en las proyecciones de las sLNv. Se muestran dos imágenes representativas 
de algunos de los fenotipos encontrados. En particular estas imágenes pertenecen a moscas en las 
que los niveles de Med fueron disminuidos. En la imagen de la izquierda se puede observar como 
las arborizaciones dorsales de las sLNv desaparecen casi por completo (punta de flecha). En la 
imagen de la derecha se pueden observar dos tipos de fenotipo. En el primero, una de las 
proyecciones muestra un defecto de recorrido muy fuerte, en el cual se separa del resto de las 
proyecciones y se dirige a la línea media, donde arboriza (flecha negra). En el segundo, varias de 
las proyecciones fallan en arborizar en la zona dorsal y las que consiguen llegar no poseen neuritas 

secundarias (punta de flecha). La barra de escala representa 30 µm. 
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La familia de ligandos TGFβ tiene siete miembros en Drosophila (más información en 

la sección 1.3.2), decapentaplegic [dpp, (Panganiban et al., 1990)], screw [scw, (Neul y 

Ferguson, 1998)], gbb (Khalsa et al., 1998), maverick [mav, (Nguyen et al., 2000)], 

myoglianin [myo, (Lo y Frasch, 1999)], activin [act, (Kutty et al., 1998)] y dawdle [daw, 

(Parker et al., 2006)]. Algunos de estos ligandos, como myo han sido implicados en el 

refinamiento de neuronas dentro de los cuerpos pedunculados (ver sección 1.3.3). Para 

identificar otros posibles ligandos de la vía que pudieran estar implicados en el desarrollo 

de las sLNv, expresamos ARNi específicos para act, mav, myo, dpp y gbb en las neuronas 

PDFR positivas. Tan sólo la bajada de gbb en las neuronas PDFR positivas desencadenó el 

defecto estructural (Table 3). Sin embargo, a pesar de no haber sido significativos los 

porcentajes de cerebros con defecto obtenidos para dpp y myo, no podemos ignorar que 

en ambos casos estos son alrededor del 30%. Lo que podría indicar un papel por parte de 

ellos en este proceso. Vale la pena mencionar también que, al igual que reportamos para 

otros componentes de la vía (Tabla 2 y Figura 32), la desregulación de gbb presentó en 

ocasiones defectos fuertes, como pueden ser la pérdida o el acortamiento de las 

arborizaciones. 

Tabla 3. La expresión de GBB en las neuronas PDFR positivas se necesita para el correcto 
desarrollo de las sLNv. 

Genotipo Cerebros con defecto sLNv (%) Significancia 

pdfr.Dicer>+ 10,0 A 

pdfr.Dicer>gbb
ARNi-Wharton 81,7 B 

pdfr.Dicer>dpp
ARNi-33767Trip 34,4 A 

pdfr.Dicer>myo
ARNi-31114Trip 30,0 A 

pdfr.Dicer>mav
ARNi-34650Trip 16,7 A 

pdfr.Dicer>act
ARNi-29597Trip 17,8 A 

Bajar los niveles de gbb en las neuronas que expresan PDFR produjo defectos en la arborización de 
las sLNv. Estos defectos incluyeron anomalías en el recorrido axonal de ciertas proyecciones, 
pudiendo en ciertos casos llegar a afectar a todas las sLNv provocando acortamiento de las 
proyecciones o desaparición de la arborización. Estos defectos son similares a los observados al 
bajar los niveles de los componentes de la vía de BMP dentro de las sLNv. Al afectar la expresión 
de myo y dpp se provocaron defectos en una proporción menor de cerebros. Se realizaron un 
ANOVA de un factor (p = 0,0004) y un test post hoc de Tukey (p<0,05, diferencia mínima 
significativa = 39,9%). Letras distintas implican diferencias significativas. 
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Estos experimentos demuestran que el refinamiento del circuito PDF requiere al 

menos GBB actuando a través de su vía canónica. 

4.4.3- La activación de la vía de GBB se requiere desde L3 hasta pupa 

Dado que PDF es necesario en L1 (ver sección 4.2), pero los defectos estructurales 

aparecen recién en el adulto, se intentó definir la ventana temporal en la cual la vía 

retrógrada era activada en las sLNv. Para ello se utilizó un diseño experimental similar al 

realizado en la sección 4.2, salvo que esta vez en cada estadio se disminuyeron los niveles 

de med. Ya que med es necesario para el funcionamiento de la vía, sólo su ausencia en el 

estadio donde la misma debiera ser activada para el refinamiento de las sLNv debería 

causar defectos en las proyecciones.  

La disminución aguda de los niveles de med en L1 y L2 no produjo ningún fenotipo 

aberrante en la morfología de las sLNv, siendo indistinguible del control (Figura 33 A-C). En 

cambio, cuando med fue afectado durante los estadios L3-te, L3-ta o pupa, los adultos 

mostraron defectos en el recorrido axonal de las sLNv y desfasciculación (Figura 33 D-F). 

Estos defectos recuerdan a los observados cuando med fue desregulado durante toda la 

vida de los individuos (Tabla 2). La severidad de los defectos observados (superior a los de 

la falta de PDF) podría deberse a la potencial actividad de Med sobre otros genes blancos 

en cada sLNv. 

Esta observación confirma la separación temporal entre la liberación de PDF y la 

acción de GBB en las sLNv. En vistas a estos resultados proponemos que la liberación de 

PDF en L1 podría estar “marcando” las futuras postsinapsis del circuito, encendiendo en 

ellas un programa genético que determine la expresión, entre otras cosas, de GBB a partir 

de L3. Es interesante notar que los requerimientos de med en varios estadios sugieren que 

la vía está involucrada en varios de los pasos relevantes para la adquisición de la 

morfología madura de las sLNv. 
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Figura 33. Med es necesario desde L3 hasta pupa para el remodelado de las sLNv. El esquema 
experimental fue similar al de la Figura 26, pero no se evaluaron la disminución crónica ni la 
específica en el adulto de med. A-F) Imágenes representativas de cerebros de pdf-GS>+ y pdf-
GS>med

ARNi-106767KK inducidos en distintos estadios. Sólo se observaron aberraciones en las 
proyecciones cuando los niveles de med fueron disminuidos en L3-te, L3-ta y pupa. Se realizó 
inmunohistoquímica contra PDF (negro). A) Ejemplo de pdf-GS>+ (control). RU fue administrado en 
L3-ta. B-F) pdf-GS>med

ARNi-106767KK. RU fue administrado en L1 (B), L2 (C), L3-te (D), L3-ta (E) y pupa 
(F). G) Resumen de los resultados obtenidos. La columna “Defecto (%)” se refiere al porcentaje de 
cerebros con defecto en las sLNv. Se realizó un ANOVA de dos factores cuya interacción fue 
significativa (p = 0,0009). Sólo la desregulación de med en L3-te, L3-ta y pupa produjo fenotipos 
estructurales. Estos defectos incluyeron fallas en el recorrido axonal (flechas) y desfasciculación 
(puntas de flecha). En algunos casos las proyecciones de las lLNv también se vieron afectadas (F). 
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4.4- EcR-B1 también es requerido para el desarrollo de las sLNv 

Como se mencionó en la sección 1.3.3.5, la activación de la vía de TGFβ en 

Drosophila durante el estadio larval 3 promueve la síntesis de EcR-B1 en las neuronas 

destinadas a ser remodeladas durante la metamorfosis, y la ausencia de EcR-B1 oblitera 

este proceso (Zheng et al., 2003; Brown y Truman, 2009; Awasaki y Lee, 2011). Dado que 

EcR-B1 parece orquestar la remodelación neuronal entorno a la metamorfosis, donde 

parece ocurrir el refinamiento de las sLNv, quisimos corroborar si éste era también un 

actor fundamental en el proceso estudiado. Para ello, nuevamente se utilizó un ARNi 

específico, esta vez contra el receptor de ecdisona (EcR), y se lo expresó en el circuito PDF. 

Tal y como esperábamos, la disminución de niveles de EcR provocó fenotipos similares a 

los obtenidos al bajar mad o med (Figura 34). Esto indica una posible participación de EcR-

B1 en el proceso, probablemente encendiendo en las sLNv los distintos programas 

genéticos necesarios para el proceso de refinamiento estructural.  

En un ensayo complementario, se expresó un dominante negativo de EcR-B1 

específicamente en el circuito, con resultados similares: una alta incidencia de 

aberraciones morfológicas en las sLNv (cerebros con defecto en sLNv = 83%). Estos 

experimentos no fueron incluidos en el análisis estadístico por haberse realizado sólo dos 

réplicas del experimento y no tres como en los otros casos. 
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Figura 34. EcR participa en el desarrollo de las sLNv. Se expresó un ARNi específico contra EcR en 
el circuito PDF. A-B) Ejemplos de las proyecciones dorsales de las sLNv en pdf.Dicer>+ (A) y 
pdf.Dicer>EcR

ARNi (B). El silenciamiento de EcR provocó defectos similares a los observados en la 
desregulación de la vía de GBB (recorridos anormales y arborizaciones anómalas). C) 
Cuantificación del fenotipo. Se observaron diferencias significativas entre los controles y moscas 
que expresaban EcR

ARNi (ANOVA de un factor, p = 0,011). 
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5- Discusión y conclusiones 
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5.1- Plasticidad estructural 

En esta tesis nos propusimos continuar con el estudio de la plasticidad estructural de 

las proyecciones de las sLNv, iniciado en nuestro laboratorio con su descubrimiento en 

2008 (Fernandez et al., 2008). Durante la misma pudimos establecer el tipo de cambios 

morfológicos que acompañan la remodelación de las terminales axonales, a través de la 

puesta a punto de cultivos de cerebro de Drosophila. Gracias a las herramientas genéticas 

disponibles en Drosophila pudimos demostrar la existencia de cambios a nivel sináptico, 

que acompañan circadianamente a la plasticidad estructural. Mediante versiones 

marcadas de proteínas sinápticas evidenciamos la formación y desaparición de zonas 

activas a lo largo del día y la noche, así como el aumento en la disponibilidad de vesículas. 

Esto generó el sustento para una nueva hipótesis en la cual el circuito PDF utiliza la 

plasticidad estructural como otra forma de comunicación. Asimismo, resultados no 

publicados del laboratorio (A. Depetris Chauvin y M. F. Ceriani) permiten afirmar que 

entre el día y la noche los compañeros sinápticos del circuito PDF se modifican a lo largo 

del día, y puesto que se pueden apreciar cambios en las zonas activas y las vesículas, todo 

sugeriría cambios en la relevancia de las sinapsis. Estos cambios en los contactos 

sinápticos permitirían a las sLNv enviar información acerca del momento del día a 

distintos circuitos relevantes para las actividades a realizar en ese momento determinado. 

A lo largo de esta tesis comprobamos, a su vez, que esta compleja vía de comunicación del 

circuito PDF es dependiente de otra de sus formas de comunicación, el neuropéptido PDF. 

Niveles bajos de PDF obliteran la plasticidad estructural, permaneciendo el circuito en una 

condición similar a la que se encuentra por la noche. Por lo tanto, ambas vías de 

comunicación cooperan entre sí para enviar información acerca del momento del día, a la 

vez que, al menos una de ellas, parece coordinar la otra. 

5.1.1- Cambios morfológicos en la plasticidad estructural 

La plasticidad estructural, como su nombre lo indica, involucra cambios en la forma 

de los circuitos. Ha sido reportada en vertebrados e invertebrados como respuesta a 

distintos estímulos específicos (Heisenberg et al., 1995; Sigg et al., 1997; Holtmaat y 

Svoboda, 2009; Jasinska et al., 2010). En Drosophila, estos estímulos pueden ir desde la 
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vida en compañía, donde las moscas sufren cambios en el tamaño de sus cuerpos 

pedunculados en función de la presencia, ausencia y sexo de compañeros de cría 

(Heisenberg et al., 1995), hasta la luz y la estimulación locomotora (Kula y Pyza, 2007). 

Existe otro tipo de plasticidad estructural que ha sido reportada en Drosophila y en Musca 

domestica, y que ocurre espontánea y cíclicamente, la plasticidad estructural circadiana 

(Pyza y Meinertzhagen, 1993, 1995; Gorska-Andrzejak et al., 2005; Fernandez et al., 2008; 

Weber et al., 2009). En ella la plasticidad está bajo el control de las oscilaciones 

moleculares del reloj circadiano. En Drosophila se ha reportado que las interneuronas L1 y 

L2 de la lámina cambian su calibre circadianamente, pasando de una forma cónica a una 

cilíndrica (Pyza y Meinertzhagen, 1999). Durante el 2008 nuestro laboratorio reportó que 

las sLNv también pasaban por cambios circadianos en su forma, los cuales involucraban 

árboles axonales más complejos durante el día y menos complejos durante la noche 

(Fernandez et al., 2008). Mediante los experimentos relatados en la sección 3.1.1, 

comprobamos que estos cambios en la complejidad del árbol axonal no son sólo producto 

de colapsos y expansiones de las neuritas principales entre el día y la noche, a través de 

procesos de fasciculación y desfasciculación, sino que involucran otras modificaciones 

estructurales. Estos otros cambios incluyen la desaparición y aparición de algunas neuritas 

y el cambio posicional de otras. Estas modificaciones plantean la posibilidad de cambios 

en los contactos sinápticos entre el día y la noche. Distintos grupos neuronales entre el día 

y la noche podrían recibir la información transmitida por las sLNv en función de estos 

cambios estructurales. Esto permitiría una nueva manera de orquestar los procesos 

fisiológicos que ocurren diferencialmente entre los distintos momentos del día. 

5.1.2- Cambios sinápticos coexisten con la plasticidad estructural 

La idea de cambios circadianos en el establecimiento de compañeros sinápticos de 

las sLNv, lleva aparejado el ensamblado y desensamblado de sinapsis en forma regular 

entre el día y la noche. En la PNM de Drosophila se puede observar que luego de un 

aumento en la actividad eléctrica aparecen estructuras similares a botones sinápticos que 

carecen de proteínas estructurales como Brp o Dlg, pero pueden ser marcados con 

anticuerpos contra proteínas vesiculares como Syt (Ataman et al., 2008). Estas estructuras 
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reciben el nombre de “botones fantasmas” y son precursores de los botones sinápticos 

maduros, categoría a la que llegan cuando adquieren entre otras cosas Brp (Ataman et al., 

2008). Como se mencionó en la sección 3.2, Brp es un componente esencial de las zonas 

activas de las sinapsis, formando parte de las estructuras de liberación vesicular llamadas 

T-bars (Kittel et al., 2006; Wagh et al., 2006; Fouquet et al., 2009). En la presente tesis 

comprobamos que en el árbol axonal de las sLNv, el número de zonas Brp positivas y el 

área cubierta por ellas cambiaban circadianamente (sección 3.2.1). En momentos de 

mayor complejidad del árbol axonal (ZT2 o CT2) tanto el área como el número de Brp fue 

mayor que en los momentos de menor complejidad (ZT14, CT14 o CT22). Esto evidencia 

un aumento en el número de zonas activas, lo cual puede traducirse tanto en un mayor 

número de zonas activas por botón sináptico como en un mayor número de sinapsis. 

Recientemente se reportaron cambios circadianos en Brp en la lámina de Drosophila 

(Gorska-Andrzejak et al., 2013). Se observaron cambios en la intensidad de la marca Brp 

entre el día y la noche, y fueron adjudicados a los ya conocidos cambios en el número de 

sinapsis y el refuerzo de las mismas. En nuestro caso, la forma y la ubicación de la marca 

de Brp hacen más fácil pensar los cambios observados en Brp como un correlato de 

cambios en el número de sinapsis. Cada ZA Brp positiva es fácilmente individualizable 

dentro del circuito PDF, por estar estos puntos, en general, separados por varios micrones 

y ser bien definidos. Por ello nos inclinamos a pensar que, si bien puede haber aumentos 

en Brp por refuerzo de sinapsis existentes, lo observado son cambios en el número de 

sinapsis, revelados por los cambios en el número de ZA. Hasta el momento no podemos 

identificar si al grupo de sinapsis activo en la noche se le agrega un grupo nuevo de día, o 

si se trata de recambios más complejos en los que existen contactos estables y contactos 

específicos en la noche y el día. 

El fortalecimiento de una sinapsis durante un evento de plasticidad puede llevar a 

un aumento en el grupo de vesículas listas para ser liberadas (Weyhersmüller et al., 2011) 

y, como se mencionó anteriormente, Brp es un correlato morfológico del fortalecimiento 

de una sinapsis. A su vez, la aparición de nuevos botones sinápticos está marcada por 

aumentos en el número de vesículas en la zona, la aparición de Brp y otras proteínas 
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estructurales (Ataman et al., 2008). Por lo tanto, es de esperar que la formación de nuevas 

sinapsis en las sLNv esté acompañada por un aumento en el número de vesículas 

disponibles. Usando como marcador una versión fusionada a GFP de Syt, un sensor de 

calcio presente en las vesículas (Littleton et al., 1993) e involucrado en la exocitosis 

vesicular (Gustavsson y Han, 2009), comprobamos que en efecto el aumento en Brp es 

acompañado por un aumento en el área cubierta por la marca de Syt. Este aumento en el 

área puede ser interpretado como un aumento en la cantidad de vesículas disponibles. 

Así, podemos concluir que durante el día la mayor complejidad del árbol axonal es 

acompañada por un aumento en el número de sinapsis. Y este aumento en el número de 

ZA es acompañado por un incremento de vesículas, lo que ayuda a cumplimentar el 

requerimiento de un circuito más activo. 

5.1.3- Modulación del número de ZA por parte de la actividad 

Durante el desarrollo, las modificaciones estructurales dependientes de actividad en 

las sinapsis juegan un papel crucial para soportar los cambios que ocurren, por ejemplo, 

en la PNM. Como se explicó previamente, luego de un aumento en la actividad aparecen 

en la PNM botones fantasmas que luego darán lugar a botones sinápticos maduros 

(Ataman et al., 2008). Por lo tanto, aumentos en la excitabilidad y la actividad de las 

neuronas pueden llevar a aumentos en la marca de Brp. Nuestros experimentos con 

NaChBac corroboran que esa misma observación realizada en la PNM ocurre en las sLNv. 

NaChBac es un canal de sodio de bajo umbral de activación, lo que promueve una mayor 

excitabilidad del circuito, llevándolo a una condición más despolarizada. En estas 

condiciones nosotros observamos que las sLNv poseen altas cantidades de zonas Brp 

positivas tanto durante el día, como por la noche. De hecho, los niveles de Brp parecen 

dejar de ciclar y permanecer en una condición similar a la que se observa en CT2.  

Este descubrimiento es consistente con los datos electrofisiológicos obtenidos de las 

lLNv y las sLNv. Desde el amanecer hasta el ocaso el potencial de membrana en reposo 

(PMR) de las lLNv se vuelve más hiperpolarizado, acompañado por una disminución en la 

tasa de potenciales de acción espontáneos y la resistencia de la membrana; desde el 

anochecer al alba, ocurre lo contrario (Cao y Nitabach, 2008). Los escasos datos sobre la 



 

 103

electrofisiología de las sLNv apuntan en la misma dirección (Cao y Nitabach, 2008). Esto 

implica que cuando el circuito se encuentra más despolarizado por la acción de NaChBac, 

adopta una configuración de ZA similar a la que se observa por la mañana, momento en el 

que el PMR se encuentra naturalmente más despolarizado. El circuito queda entonces 

estancado en una situación similar a la mañana.  

Como contraparte, la expresión de un canal permeable al potasio con rectificación 

de entrada provoca el efecto contrario (Tesis doctoral Ana Depetris Chauvin, 2013). En 

este caso, el circuito se encuentra hiperpolarizado por la acción del canal y su 

configuración de ZA es similar al que se encuentra por la noche, momento en el que PMR 

es naturalmente más hiperpolarizado. 

Esto demuestra un efecto modulador de la actividad eléctrica sobre el número de 

sinapsis o ZA de las sLNv a lo largo del día. Un circuito más excitable, más activo, como 

ocurre por la mañana, presenta un mayor número de zonas Brp que uno menos activo, 

más hiperpolarizado, como ocurre por la noche. 

5.1.4- PDF controla la plasticidad estructural 

Antes de descubrirse la plasticidad estructural la única vía de información conocida 

del circuito PDF era el neuropéptido que le da su nombre, PDF. La relación entre estos fue 

una pregunta que surgió apenas se descubrió el fenómeno de plasticidad. Los niveles de 

inmunoreactividad de PDF son máximos durante el día y mínimos durante la noche, 

coincidiendo con los momentos de mayor y menor complejidad del circuito. Nuestros 

experimentos demostraron que esto no es una simple correlación. Al disminuir los niveles 

de PDF en el adulto a valores generalmente indetectables por inmunohistoquímica, la 

oscilación estructural desaparece y la complejidad del árbol axonal disminuye a niveles 

similares a los de la noche. Una vez más, cuando se coloca al circuito en una condición 

ficticia que posee alguna característica que remeda a las de la noche (bajos niveles de 

PDF), este adopta otra característica observada por la noche, en este caso su morfología. 

Esto evidencia la interconexión entre las distintas vías de comunicación que utilizan las 

sLNv. 
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Durante la noche, el PMR se encuentra más hiperpolarizado, el circuito presenta 

menos niveles de PDF, menos número de ZA, menor cantidad de vesículas y el árbol 

axonal es menos complejo. La hiperpolarización del circuito, a través de la expresión de 

Kir, produce estos mismos fenotipos sostenidos a lo largo de todo el día. Cuando Kir es 

expresado, PDF deja de oscilar y sus niveles son similares a los de la noche; además la 

plasticidad estructural se mantiene pero con menor complejidad del árbol axonal, nunca 

superando la observada en la noche de un individuo salvaje (Depetris-Chauvin et al., 

2011). Esto se debe probablemente a los bajos niveles de PDF, los cuales tampoco superan 

los valores observados en la noche de un individuo salvaje. 

Por otro lado, durante el día, el PMR se encuentra más despolarizado, el circuito 

presenta más niveles de PDF, más número de ZA, mayor cantidad de vesículas y mayor 

complejidad del árbol axonal. La expresión de NaChBac remeda estos mismos fenotipos a 

lo largo de todo el día.  

Una hiperpolarización del circuito lleva a una disminución de los niveles de PDF y un 

menor número de ZA a lo largo de todo el día. Bajos niveles de PDF se traducen como una 

complejidad estructural similar a la de la noche. Si los niveles son lo suficientemente bajos 

se logra obliterar la oscilación estructural, permaneciendo el circuito como en la noche. 

Por el contrario, una despolarización del circuito interrumpe la oscilación de PDF en las 

proyecciones dorsales (Nitabach et al., 2006) y promueve un aumento en el número de ZA 

a lo largo de todo el día (sección 3.2.3). No logramos sobre-expresar los niveles de PDF y 

por lo tanto no podemos concluir sobre el efecto que podría tener sobre la plasticidad si 

esto ocurriera. Pero es de esperar que niveles suficientemente altos de PDF, sostenidos 

durante todo el día, promuevan un árbol axonal más complejo, llegando quizás a 

mantenerlo en una estructura similar a la de CT2 en todo momento. 

En la Figura 34 se resume el conocimiento que tenemos de los cambios que ocurren 

entre el día y la noche en las sLNv. 
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Figura 34. Diferencias entre el día y 
la noche en distintas características 
de las sLNv. Resumen esquemático 
de las diferencias entre el día y la 
noche en las sLNv en cuanto a: 
complejidad del árbol axonal (árbol 
axonal), vesículas sinápticas 
(vesículas), niveles de PDF, número y 
área Brp positiva (Brp), potencial de 
membrana en reposo (PMR). Las 
flechas con líneas punteadas 
muestran las relaciones entre los 
eventos.  

5.2- Desarrollo de las sLNv 

En la segunda parte de esta tesis investigamos el desarrollo de las sLNv. En la 

sección 3.3, y posteriormente en la sección 4, se explicó que estudiando la relación entre 

PDF y la plasticidad estructural en un mutante nulo para PDF nos encontramos con una 

posible acción de este péptido durante el desarrollo del circuito. Dada la jerarquía de este 

circuito en el control del comportamiento circadiano, y particularmente la relevancia de 

esta molécula en la sincronización de osciladores neuronales en el cerebro adulto de la 

mosca, nos pareció altamente relevante indagar sobre esta posibilidad. A lo largo de esta 

segunda parte, demostramos un rol de PDF durante el desarrollo del circuito e 

identificamos la vía de señalización implicada en dicho proceso, que lleva a las sLNv a 

reconocer su nuevo blanco postsináptico en la metamorfosis. PDF es liberado desde las 

sLNv en momentos tempranos del estadio larval (L1). Esta señal es captada por neuronas 

TIM+PDF- y algunas neuronas del complejo central a través de PDFR, en un proceso que 

activa un programa génico que llamaremos “marcado”. Este marcado que ocurre en estas 
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neuronas, lleva a que estas expresen el ligando GBB en estadios posteriores y lejanos a L1, 

como son el final de L3 y los principios de la metamorfosis. La señal de GBB actúa en 

forma retrógrada durante el refinamiento de las proyecciones axonales de algunas de las 

sLNv. Tal como ocurre en otros procesos durante el desarrollo, la llegada de GBB 

tetrameriza en la superficie de las sLNv a los receptores Wit y Tkv (o Sax), y así, la vía 

canónica de GBB es activada en ellas. Proponemos que este proceso determinaría la 

adquisición de la arquitectura final del circuito adulto. 

5.2.1- Rol de la vía de BMP en el establecimiento de la conexión adulta de las sLNv 

Los miembros de la familia de TGFβ juegan múltiples roles durante el desarrollo. 

Actúan como morfógenos para determinar el eje dorsoventral en el embrión (Ferguson y 

Anderson, 1992), regulan la proliferación celular en el cerebro de la larva (Zhu et al., 2008) 

y el crecimiento de la PNM en la larva (McCabe et al., 2003), y controlan la remodelación 

de las neuronas de proyección olfatorias y las neuronas γ de los cuerpos pedunculados 

durante la metamorfosis (Zheng et al., 2003; Marin et al., 2005). Este último proceso 

requiere la acción del ligando Myoglianin y el receptor de tipo I Baboon (Awasaki et al., 

2011). Nosotros demostramos que la vía de TGFβ también está involucrada en el 

refinamiento de las proyecciones dorsales de las sLNv, aunque GBB, otro ligando de la 

superfamilia, y sus receptores específicos, actúan en este caso. Nuestros análisis 

mostraron que los receptores Wit, Tkv y Sax son empleados por las sLNv para captar esta 

señal retrógrada y activar la vía canónica de GBB. Por otra parte, contrario a lo que se ha 

reportado en el caso de las neuronas γ y las neuronas de proyección donde la fuente de la 

señal retrógrada es la glía (Marin et al., 2005; Awasaki et al., 2011), nosotros 

comprobamos que la liberación de GBB desde las neuronas que expresan PDFR es 

suficiente para rescatar el fenotipo observado en han
5304.  

5.2.2- Un nuevo rol para PDF 

A pesar de la ausencia de aberraciones en el recorrido axonal durante los estadios 

larvales, hemos observado que PDF es requerido durante el estadio L1. La bajada de 

niveles de pdf en cualquier otro estadio no produjo defectos morfológicos en las 

proyecciones adultas de las sLNv. Aunque el momento exacto de cada evento es aún 
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desconocido, sabemos que la acción de PDF durante L1 afecta un proceso de 

remodelación axonal en las sLNv que ocurre más lejos en el tiempo. Una posible 

explicación para este fenómeno sería que PDF, a través de PDFR, activara un programa 

transcripcional en las neuronas PDFR positivas circadianas y/o del complejo central, 

“marcándolas”. Este “marcado” resultaría en la expresión de GBB en una ventana 

temporal muy posterior a la recepción de la señal de PDF. Más aun, la activación de la vía 

de GBB durante el proceso de remodelación axonal en las sLNv dispararía un aumento de 

la expresión de EcR-B1, preparando a las neuronas para responder a los cambios en los 

niveles de ecdisona que anticipan y ocurren durante la metamorfosis (Figura 10). El 

receptor de ecdisona orquestaría de esta manera la remodelación del árbol axonal 

controlando la expresión de distintos genes blanco envueltos en el proceso de 

modificación estructural (Hoopfer et al., 2008; Kirilly et al., 2011). Cabe destacar que la 

acción de EcR-B1 podría llegar a ser por momentos independiente de los picos de 

ecdisona, ya que se ha demostrado que esta variante posee una sustancial actividad 

independiente de ligando (Brown y Truman, 2009). Parte de esta hipótesis se sostiene en 

la temporalidad de la activación de la vía de GBB, cuyo requerimiento coincide con 

momentos previos a los picos de ecdisona cercanos o durante la metamorfosis. Además, 

los defectos observados al bajar los niveles de EcR-B1 se asemejan mucho a los que se 

observan por la ausencia de los componentes de la vía de GBB, como mad y med (Figuras 

33 y 34). 

Para explicar la separación temporal entre las señales, nosotros proponemos que, 

en los inicios del desarrollo larval, se necesita la activación de la vía de PDFR en los 

progenitores neurales de los futuros compañeros sinápticos de las sLNv, para activar un 

programa transcripcional que permitirá luego la expresión de GBB al final del estadio 

larval. De esta manera, GBB podría jugar un papel doble. Al principio del proceso, durante 

el estadio larval 3 (L3), podría ser la señal que dispara la expresión de EcR-B1, mientras 

que durante la metamorfosis podría ser la clave que “siguen” algunas sLNv para crecer 

hacia sus blancos sinápticos. 
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La disminución de los niveles de PDF en las sLNv o PDFR en las neuronas TIM+PDF- y 

C232+ produce un defecto en el recorrido de ciertas proyecciones de las sLNv. 

Sorprendentemente, a pesar de que el circuito PDF se establece muy temprano durante el 

desarrollo larval y PDF es necesario en L1 para que estas proyecciones adquieran la 

morfología adulta correcta, el defecto está completamente ausente al final del estadio 

larval en pdf
01. Esto demuestra que la comunicación entre las sLNv y las PDFR+ no finaliza 

en L1, sino que se mantiene por lo menos hasta la metamorfosis, período de una intensa 

actividad modeladora de circuitos. Durante los estadios tempranos de la metamorfosis, 

ciertas neuronas que forman circuitos en la larva pasan por un proceso de “podado” y 

luego re-extienden sus proyecciones, para formar los circuitos adultos y contactar con sus 

nuevos blancos [ver sección 1.3.3.5 y (Lee et al., 1999; Watts et al., 2003; Awasaki y Ito, 

2004)]. Nuestros resultados sugieren que las proyecciones de las sLNv probablemente 

degeneran durante el inicio de la metamorfosis y luego se re-extienden para contactar sus 

nuevos blancos. Esta idea se ve apoyada en el hecho de que la red circadiana es muy 

simple en la larva [Figura 4 y (Helfrich-Forster, 1995; Kaneko et al., 1997)], comprendida 

sólo por cuatro sLNv PDF+, una sLNv PDF- y cuatro neuronas dorsales. Los restantes 

grupos, algunos de los cuales son blancos de PDF (Shafer et al., 2008; Yao et al., 2012), se 

pueden detectar por primera vez en la metamorfosis (Helfrich-Forster et al., 2007). De 

forma similar, la primera estructura identificable como primordio del complejo central 

aparece durante los estadios larvales tardíos, e incluye varias neuronas de linaje 

secundario producidas en ese momento (Renn et al., 1999b; Young y Armstrong, 2010; 

Pereanu et al., 2011). Por ello, nosotros proponemos que la re-extensión de las 

proyecciones de las sLNv en busca de estos nuevos blancos formados durante la 

metamorfosis requiere GBB (y potencialmente Dpp y Myo) como señal retrógrada. 

Por otro lado, PDF parece no ser la única señal liberada tempranamente por las 

sLNv, ya que la bajada aguda de los componentes de la vía de BMP lleva a la aparición de 

defectos más dramáticos, afectando en algunos casos a todas las proyecciones. Esto pone 

de manifiesto que otros ligandos y sus respectivos receptores podrían tener un rol igual de 

importante en el establecimiento de la arquitectura adulta del circuito PDF.  
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En la Figura 35 se intenta resumir esquemáticamente el modelo explicado en los 

párrafos anteriores. 

 
Figura 35. Esquema del modelo que explica los eventos que llevan al correcto establecimiento de 
la morfología adulta de las sLNv. Las sLNv liberan PDF en L1, señal que es captada por las 
postsinapsis TIM+ y C232+ a través de PDFR. La activación de PDFR en ellas promueve un 
programa génico que determina la expresión y liberación de GBB por parte de estas a partir de L3. 
GBB actúa como señal retrógrada que impacta sobre las sLNv a través de la vía canónica del 
ligando, activando la expresión de EcR-B1. Este último actuará junto a otros como director de la 
remodelación, activando y reprimiendo distintos genes necesarios para el proceso. La 
temporalidad de cada señal está simbolizada mediante flechas acompañadas con el estadio en que 
son necesarias. 

5.2.3- Diferencias entre las sLNv 

Hasta el momento no se han encontrado diferencias entre las cuatro sLNv que 

expresan PDF (Johard et al., 2009). Aquí nosotros reportamos que algunas de ellas son 

más sensibles que otras a la ausencia de PDF durante el desarrollo, demostrando la 
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primera diferencia que se les ha podido atribuir. Sin embargo, la desregulación específica 

de componentes de la vía de BMP afecta a todas ellas en diferentes grados. Teniendo en 

cuenta estos datos concluimos que las distintas sLNv podrían estar utilizando diferentes 

señales anterógradas y retrógradas durante la adquisición de su morfología adulta. Es 

tentador pensar que algunas sLNv podrían estar utilizando moléculas distintas a PDF, que 

podrían estar siendo captadas por postsinapsis que no expresan PDFR. 

5.2.4- El circuito PDF como modelo para el estudio de la vía de BMP 

Por último es interesante remarcar que este trabajo abre las puertas a una nueva 

posibilidad para el estudio de la vía de BMP. Esta vía ha sido estudiada primariamente en 

la PNM. Aquí, la simpleza del circuito PDF, sumada a la presencia de los componentes 

canónicos de la vía, y un defecto claro y penetrante cuando están ausentes, convierten a 

este circuito en un modelo único para el análisis de la vía de señalización.  
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