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ROL DEL CANAL DE POTASIO SLOWPOKE EN EL CONTROL DE LA RITMICIDAD
COMPORTAMENTAL EN DROSOPHILA

RESUMEN

Los resultados presentados en esta tesis demuestran que la actividad del canal de
potasio slowpoke es esencial en la propagaciéon de la informacion rio abajo del reloj
circadiano en Drosophila. Una linea con una mutacién nula en slo que presenta un
severo grado de arritmicidad comportamental se utiliz6 para estudiar los efectos de la
falta del canal en los distintos grupos neuronales que estan involucrados en el control
ritmico del comportamiento. Los experimentos presentados demuestran que las
alteraciones en la funcion neuronal originadas por la mutacién en slo no alteran el
funcionamiento del grupo mas importante de neuronas marcapasos, las NLVps, pero
provocan la desincronizacion de los osciladores dorsales en ausencia de claves
ambientales, lo que sugiere que el canal es un factor esencial en la salida de
informacion desde el reloj. Ademas, la falta de slo afecta no s6lo la acumulacion del
unico factor sincronizador conocido, el neuropéptido PDF, sino la morfologia de las
terminales axonales de las neuronas del reloj. Mediante la utilizacion de distintas
lineas transgénicas se demuestra que la expresion del canal en sistema nervioso es
suficiente para rescatar los defectos circadianos de la mutacion en slo. Mas atin, que la
alteracion de la excitabilidad neuronal mediada por SLO especificamente en las

neuronas del reloj provoca arritmicidad comportamental.

Palabras clave: ritmos circadianos, Drosophila, canal de potasio, osciladores

moleculares, comportamiento.



ROLE OF THE POTASSIUM CHANNEL SLOWPOKE IN THE CONTROL OF
BEHAVIORAL RHYTHMICITY IN DROSOPHILA

ABSTRACT

This work shows that activity of the potassium channel slowpoke is essential for
transmitting information downstream of the Drosophila circadian clock. Flies
exhibiting a distinctive arrhythmic phenotype due to a null mutation in slo were used
to study the effects of the lack of this channel in specific neuronal populations
involved in circadian control of behavior. Experiments presented along this thesis
show that although altered neuronal function associated with the null mutation does
not impair the functioning of the most important pacemaker neurons, sLNvs, it does
result in loss of synchronization of dorsal oscillators in the absence of environmental
cues, strongly suggesting that slo is involved in clock output pathways. Furthermore,
slo mutation not only impairs the accumulation of the only known synchronizing
factor, PDF, but the structure of the underlying circuit. Using different transgenic
lines circadian defects triggered by the slo mutation are rescued by expression of the
channel restricted to the CNS. Moreover, SLO mediated alterations in neuronal
excitability restricted specifically to clock neurons also result in behavioral
arrythmicity.

Keywords: circadian rhythms, Drosophila, potassium channel, molecular oscillators,

behavior.
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They who dream by day are cognizant of many things that escape those who dream
only by night.

Edgar Allan Poe

I know the night is not the same as the day: that all things are different, that the
things of the night cannot be explained in the day, because they do not then exist, and

the night can be a dreadful time for lonely people once their loneliness has started.

"A Farewell To Arms," Ernest Hemingway
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Glosario y Abreviaturas

GLOSARIO y ABREVIATURAS

1.- Glosario de términos de genética de Drosophila

7
0.0

Alelo hipomorfo: Alelo con una mutacién que ocasiona una pérdida parcial de

la funcibén del gen.

Alelo nulo: Alelo con una mutacion que ocasiona una inactivacion funcional de

un gen (sinénimo: alelo amorfo).

Balanceador: Cromosoma que contiene marcadores de simple detecciéon y

multiples inversiones que inhiben la recombinacién homologa.

Deficiencia: Rearreglo genético en el que una porcién del cromosoma es

escindida.

Entrenamiento: Acoplamiento de un oscilador auténomo al Zeitgeber.

Inversion: rearreglo genético en donde parte de la secuencia normal del

cromosoma es invertida.

Rescate de un fenotipo: Restauracion del fenotipo salvaje en una linea

mutante.

Semiletal: Alelo que se caracteriza por generar alta mortalidad en la poblacién

cuando se encuentra en homocigocis.

Zeitgeber: palabra alemana que significa “dador de tiempo”.

ZT: Tiempo del Zeitgeber. Indica la cantidad de horas transcurridas desde el

inicio de la sefial ambiental
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Glosario y Abreviaturas

®,

% CT: Tiempo circadiano. Escala temporal que cubre un periodo completo en

una oscilacion circadiana. El punto inicial se define arbitrariamente, aunque

en Drosophila habitualmente indica la cantidad de horas transcurridas desde

el inicio del dia subjetivo, normalizadas al periodo endbégeno de cada

individuo.

2.- Abreviaturas

NLvps: neuronas laterales ventrales pequenas.

NLvgs: neuronas laterales ventrales grandes.

ND1: neuronas dorsales 1.

ND2: neuronas dorsales 2.

ND3: neuronas dorsales 3.

NLds: neuronas laterales dorsales.

PI: pars intercerebralis.

LO: 16bulo 6ptico.

GAP: grafico de actividad promedio.

FFT: fast fourier transformation.

PL: pars lateralis.

PDF: pigment dispersing factor.

SLO: slowpoke.
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INTRODUCCION

El reloj circadiano

De las adaptaciones de los seres vivos a las variaciones ambientales del planeta, la
aparicion de un reloj endégeno capaz de acoplarse a la alternancia entre el dia y la
noche es una de las mas antiguas y conservadas a través de la evoluciéon. Estos
osciladores bioldgicos, diversos y similares a la vez, proveen a los organismos de una
estructura temporal que les permite optimizar su energia y recursos en funcion del
momento del dia, ese fragmento de tiempo caprichosamente establecido por la

velocidad de rotacion de la Tierra.

Organismos tan diversos como procariotas (Johnson and Golden, 1999), hongos
(Brunner and Schafmeier, 2006), plantas (Yanovsky and Kay, 2002), moscas (Hall,
2005), roedores (Reppert and Weaver, 2002) y seres humanos (Aschoff, 1976)
comparten los engranajes basicos de este mecanismo interno de medicion del paso del
tiempo. Mientras que los unicelulares representan relojes autocontenidos, la
diversificacion del sistema circadiano en los multicelulares permite una respuesta
coordinada que se ajusta a las funciones y necesidades especificas de los distintos
tejidos (Bell-Pedersen et al., 2005). En estos organismos el sistema se organiza sobre
la base de multiples niveles interrelacionados que van desde los mecanismos
bioquimicos que componen las oscilaciones moleculares hasta la ritmicidad
comportamental, atravesando una enorme variedad de funciones fisiolégicas que

poseen un patrén temporal.

Los relojes biologicos pueden manifestarse en ritmos de distintos periodos. Aquellos
que evolucionaron como una adaptacién a los ciclos de dia y noche tienen un periodo
de 24 horas y se denominan ritmos circadianos. Existen, sin embargo, relojes
biologicos que controlan procesos cuyos periodos son extremadamente distintos. Los
ritmos infradianos tienen un periodo menor a 24 horas, como el ritmo cardiaco, cuyo
periodo es aproximadamente un segundo. Los ritmos ultradianos son aquellos con

periodos mayores a 24 horas, como el ciclo menstrual o el ciclo de hibernacién. De

19



Introduccién

todos ellos, los ritmos circadianos son los mas ampliamente distribuidos en la
naturaleza. 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).

Dentro de las propiedades que definen a estos ritmos la mas fundamental es el hecho
de que son enddgenos: su periodo persiste practicamente inalterable ain en ausencia
de claves ambientales. En estas condiciones el periodo no es exacta sino
aproximadamente de 24 horas, cercano a un dia (lat. circa, casi; dies, dia). En
general, los organismos tienen periodos que varian entre 23,5 y 24,5 horas segin la
especie, y existen incluso pequeiias variaciones entre distintos individuos de la misma
especie (Aschoff, 1960;Pittendrigh and Caldarola, 1973;Pittendrigh and Daan, 1974) .
Actualmente se sabe que esta ritmicidad persiste dias, semanas e incluso meses en

ausencia de factores sincronizadores.

Dado que otra de las propiedades esenciales del reloj circadiano es su capacidad de
oscilar en fase con los factores sincronizadores, mientras estin sometidos a los ciclos
ambientales los organismos tienen un periodo de exactamente 24 horas. Cualquier
factor ambiental capaz de sincronizar al reloj se llama Zeitgeber, que significa dador
de tiempo. El mas importante de todos ellos es la luz, aunque también otros factores,
como la temperatura, pueden establecer una dicotomia dia/noche capaz de entrenar
al reloj circadiano. Se sabe, ademas, que el entrenamiento mediado por luz
habitualmente prevalece sobre los demas cuando los organismos se exponen a claves

contradictorias.

El sistema circadiano tiene tres componentes principales; las vias de entrada de
informaciéon desde el ambiente, el oscilador, formado por células marcapasos que
generan y mantienen las sefiales circadianas y las vias de salida desde el oscilador a
los distintos sistemas efectores (Eskin, 1979;Moore, 1996;Morin et al., 1994;Morin
and Allen, 2006). Todos estos componentes pueden ser localizados tanto en células
individuales, como fue demostrado tanto en unicelulares (Golden et al., 1997) y
plantas (Thain et al., 2000), como en varios tejidos animales, donde se encontraron
relojes celulares que funcionan de manera auténoma (Balsalobre, 2002;Giebultowicz,

2001;Plautz et al., 1997;Schibler et al., 2003;Whitmore et al., 2000) existen centros
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Introduccién

marcapasos en el cerebro que coordinan tanto los relojes periféricos como la
ritmicidad comportamental (Hall, 2005;Reppert and Weaver, 2001). Tal como se
describirda mas adelante, en todos los organismos el mecanismo de los osciladores,
sean centrales o periféricos, se basa en el acoplamiento entre ciclos de regulacion
negativa de la transcripcion génica. En la figura I.1 se muestran algunas de las

miiltiples salidas del reloj circadiano en distintas especies.

A-zeitgeber
B- Cianobacterias F- aves
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Figura I.1. Las distintas salidas de los relojes circadianos se basan en un mecanismo comun.
La mayor parte de los osciladores circadianos consiste en ciclos positivos y negativos de transcripciéon
génica. En ellos, los “elementos positivos” activan la expresion de los genes del reloj. A su vez, algunos de
estos codifican para “elementos negativos” que inhiben la accién de los elementos positivos. (B-F) Ejemplos
de componentes positivos (indicados con +) en algunos organismos modelo son: KaiA, WHITE-COLLAR-1
(WC-1), WHITE COLLAR-2 (WC-2), CLOCK (CLK), CYCLE (CYC) and “brain and muscle Arnt-like protein”
(BMAL1). Ejemplos de elementos negativos (indicados con - ) son: KaiC, FEQUENCY /FRQ), period (PER),
timeless (TIM) y cryptocrome (CRY). En cada organismo se muestra un ejemplo de una salida del reloj
circadiano. Los osciladores moleculares reciben informacién del ambiente y envian sefiales sincronizadoras
mediante vias efectoras atin no conocidas al resto del organismo. En cianobacterias (B) el registro se obtiene
fusionando promotores de genes del reloj a un gen reportero (en este caso luciferasa) para monitorear al
patrén de bioluminiscencia. En Neurospora crassa (C) se monitorea la ritmicidad en el desarrollo de
conidiosporas asexuales. En moscas (D), mamiferos (E) y aves (F) la ritmicidad comportamental se puede
estudiar utilizando un dispositivo automatizado. Ademas, en moscas se puede analizar el ritmo de

emergencia del pupario (Bell-Pedersen et al., 2005).
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El descubrimiento del reloj

Existen reportes sobre el estudio de los ritmos biologicos que se remontan al tiempo
de Alejandro Magno, en los que se describe como las plantas de tamarindo elevan sus
hojas hacia la luz durante el dia y las retraen por la noche. Un astrénomo francés del
siglo XVIII, J. de Mairan, retomo estas observaciones y profundizo el estudio de este
fenémeno trabajando con la planta Mimosa pudica. De Mairan comprob6 que el
movimiento de las hojas en ciclos de luz y oscuridad persistia cuando dejaba a las
plantas por algunos dias en “condiciones constantes”, al encerrarlas en un armario
donde no podian percibir la luz. Estos resultados fueron publicados en 1729, en una
publicaciéon que es considerada como el primer articulo cientifico sobre ritmos
circadianos. En este trabajo ya se sugeria que debia existir un reloj endégeno con un

periodo cercano a 24 horas.

En los afios “60, cuando la cronobiologia era ain un campo joven y pequeio, el
principal motivo de debate era precisamente si la persistencia de la ritmicidad en
condiciones constantes obedecia realmente a un mecanismo endogeno o a factores
aun no identificados relacionados con la rotacién de la Tierra (Brown, 1960). En una
conferencia llevada a cabo en Cold Spring Harbor, Colin Pittendrigh sent6 las bases
teoricas del estudio de los ritmos circadianos enumerando las que consideré como sus
propiedades esenciales, entre las cuales el ser un proceso endégeno ocupaba un lugar
fundamental (Pittendrigh, 1960).Sin embargo, a pesar de que ya en ese momento sus
argumentos resultaban convincentes para la mayoria de los investigadores del campo,
la denominacioén circadianos prevalecié sobre la de enddgenos precisamente para
evitar esta controversia original respecto del origen endégeno u exogeno de la
persistencia de la ritmicidad en condiciones constantes (Roenneberg y Merrow,

2005).

A través de una serie de elegantes experimentos realizados a lo largo de varias
décadas, Pittendrigh estableci6 los conceptos teoéricos fundamentales que hoy
permiten hablar de la cronobiologia como una teoria cientifica. Al definir las

propiedades de los ritmos circadianos determiné que ademas de ser enddgenos y
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sincronizables, son ubicuos y tienen oscilaciones autosustentables, lo que significa que
las células o tejidos que componen el reloj circadiano deben tener propiedades de
marcapasos. Ademas, establecio que estos ritmos son innatos, se encuentran en todos
los niveles de organizacion de un organismo (Pittendrigh, 1960) y estin compensados
por temperatura, ya que el reloj sigue funcionando normalmente en un rango que en

la mayoria de los organismos va de 18°C a 28°C (Pittendrigh, 1960).

El consenso respecto de la naturaleza endogena del reloj circadiano inevitablemente
derivaba en una pregunta fundamental: ¢donde, si es que en algtn lugar discreto, se
ubicaba fisicamente el sistema circadiano? Aunque a principios del siglo XX,
lesionando o extirpando porciones del cerebro de ratas, Curt Ritcher habia sugerido
que existian regiones hipotalamicas responsables de la ritmicidad circadiana, no fue
hasta la década del “70 que pudo demostrarse experimentalmente que el reloj residia
en una region especifica del cerebro. Basandose en la hipotesis de que la luz ingresaria
a esa region a través de una via proveniente de los ojos, se les inyect6 un marcador y
se comprobo la existencia de una conexiéon neuronal directa hasta el hipotalamo, en
particular a dos ndcleos muy pequenos que se ubican encima del quiasma 6ptico y se
denominan nudcleos supraquiasmaticos (NSQ). Posteriormente se demostrdé que la
lesion de estos nuicleos provoca la pérdida de la ritmicidad comportamental (Moore y
Eichler, 1972;Stephan y Zucker, 1972). Sin embargo, la demostracién mas clara de la
funcién circadiana de los NSQ fue la restauraciéon de la ritmicidad mediante su

transplante a animales cuyos nticleos habian sido lesionados (Ralph et al., 1990).

Fue también en los afios “70 que el trabajo de Seymour Benzer y sus colaboradores
posibilité uno de los saltos conceptuales mas importantes dentro de la cronobiologia,
ya que es en gran medida gracias al resultado de sus investigaciones que actualmente
se acepta que existen mecanismos genéticos que subyacen al comportamiento animal
en general, y a los ritmos circadianos en particular. Benzer y sus colaboradores
llevaron a cabo un screen en el que comparaban el periodo en el ritmo de emergencia
del pupario de distintas lineas de Drosophila pseudoobscura. Este trabajo representa
un ejemplo paradigmatico de como el azar puede en ocasiones determinar el devenir
de una disciplina cientifica, ya que en este screen se identificaron tres lineas cuyos
fenotipos representaban cada una de las alteraciones comportamentales esperables al

mutagenizar un gen del reloj: una linea de periodo mayor a 24 horas (1:29), una de
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periodo menor (t:19), y una completamente arritmica (Konopka y Benzer, 1971).
Trabajos posteriores localizaron la alteracion genética de estas mutantes en las bandas
3B1-2 del cromosoma X y permitieron determinar que estas tres lineas portaban alelos
diferentes del mismo gen, que fue denominado period (per) (Bargiello et al.,,
1984;Rosbash y Hall, 1985;Young et al., 1985). Al aislar el ADN de esa region y
traducirlo in vitro, se obtuvo la proteina PER, que actualmente se considera uno de

los componentes esenciales del reloj molecular (Jackson et al., 1986).

El articulo seminal de Konopka y Benzer demostr6 por primera vez que la funcion de
un unico gen podia modular la ritmicidad comportamental. La nocién de que debia
existir una interrelacion de componentes moleculares capaces de generar un oscilador
habia sido formulada varios afios atras (Wever, 1964).Segin este modelo, denominado
hipétesis del oscilador biolégico, debian existir proteinas cuya funcién oscilara cada
24 horas, posiblemente alcanzando umbrales a partir de los cuales comenzaba su
actividad. Incluso Pittendrigh consideraba que la sintesis de proteinas debia jugar un
rol fundamental en un ciclo de regulaciéon negativa que constituyera un oscilador:. Sin
embargo, no fue hasta que period fue encontrado y caracterizado que se materializo
un modelo molecular concreto basado en ciclos de regulacion transcripcional y

traduccional.

Este trabajo, sumado al conjunto de experimentos comportamentales realizados por
Pittendrigh, colaboré en la consolidaciéon de Drosophila melanogaster como sistema
modelo para estudiar los mecanismos genéticos que subyacen al reloj circadiano. La
utilizacion de lineas de Drosophila habia comenzado a principios del siglo XX, cuando
Thomas Hunt Morgan (Morgan, 1910) decidié emplearlas para estudiar el fen6meno
de la herencia. Desde entonces, su intensivo uso como modelo genético en los mas
diversos campos de la biologia ha dado como resultado el enorme repertorio de
herramientas disponibles en la actualidad. La disponibilidad de lineas mutantes en
bancos de stocks abiertos a toda la comunidad cientifica, la facilidad para generar

lineas transgénicas mediante el método de transformacion de la linea germinal (Rubin

1-The Darwinian Demon has certainly had plenty of physiologic oscillations to work with, because his commonest
device in installing regulators —from the control of heartbeat to that of protein synthesis- is negative feedback. And
one of the tendencies of such feedback systems is to oscillate. (Pittendrigh, The Harvey Lectures, 1961).
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y Spradling, 1982;Spradling y Rubin, 1982) y la implementaciéon del sistema
Gal4/UAS (Brand y Perrimon, 1993) (ver materiales y métodos) hacen que en
Drosophila sea posible, por ejemplo, expresar en forma especifica de tejido un gen de
interés, silenciar su expresion, eliminar grupos de células mediante sobreexpresion de
genes proapoptoticos, generar nuevos alelos por movilizacion o escision de
transposones e incluso estudiar la actividad de una subpoblacién neuronal mientras

un animal realiza un ensayo comportamental (Venken y Bellen, 2005).

El circulo virtuoso

El reloj molecular, conformado por ciclos antifasicos de transcripcién génica, es el
nivel méas fundamental al cual se generan las oscilaciones circadianas. Los
componentes basicos que lo integran estan altamente conservados, y la mayor parte
de lo que actualmente se sabe sobre los mecanismos del oscilador molecular en
mamiferos proviene de estudios en Drosophila (Allada et al., 2001;Dunlap et al.,
1999;Reppert y Weaver, 2000;Stanewsky, 2003;Young y Kay, 2001). Este mecanismo
se basa en el acoplamiento entre dos ciclos transcripcionales de retroalimentacion
negativa que se regulan en forma cruzada (FIGURA I.2). Inicialmente, un
heterodimero formado por los factores de transcripcion dCLOCK (CLK) y CYCLE
(CYC) activa la transcripcion de los genes period (per) y timeless (tim). Los ARN
mensajeros de per y tim comienzan a acumularse en el citoplasma, y alcanzan una
concentracion méaxima al anochecer (ZT 14-16) (Hardin et al., 1992;Reddy et al.,
1984;Sehgal et al., 1995). Durante las horas de luz, a pesar de que la cantidad de
ARNm aumenta gradualmente, las proteinas PER y TIM no se acumulan debido a que
la uni6on de TIM con el criptocromo CRY, que es sensible a la luz, resulta en su
degradacion (Ceriani et al., 1999;Myers et al., 1996;Yang et al., 1998). PER es
inestable mientras no se encuentra heterodimerizado con TIM, y es en esta condici6on
cuando su fosforilacion por parte de la kinasa DOUBLETIME (DBT) resulta en su
degradacion por el proteosoma (FIGURA 1.2.A) (Price et al., 1998).

En las primeras horas de la noche se alcanzan niveles de PER y TIM tales que

permiten su dimerizacién, y el complejo PER-TIM-DBT es entonces translocado al

nucleo en un proceso dependiente de fosforilacion (FIGURA 1.2.B) (Saez y Young,
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1996). Una vez alli, el dimero PER-TIM se une a dCLK e inhibe a este activador
transcripcional, con lo cual PER y TIM reprimen su propia transcripcion (aunque
existen evidencias que sugieren que s6lo PER cumple un rol esencial en este proceso)
(Darlington et al.,, 1998;Nawathean y Rosbash, 2004). Este ciclo concluye en las
primeras horas del dia siguiente, cuando la presencia de luz determina la degradacion
de TIM mediada por CRY.

El segundo ciclo de retroalimentacion estd compuesto por los genes vrille y pdpl (Blau
y Young, 1999;Glossop et al., 1999;McDonald y Rosbash, 2001). Hacia el final del dia 'y
comienzo de la noche, el heterodimero formado por dCLKy CYC activa la
transcripcion de los genes vriy pdpl. Inicialmente, VRI se acumula y al translocarse al
nucleo inhibe la transcripcion de dClk. Hacia el final de la noche, PDP1, cuya
acumulacién ocurre mas lentamente, es translocado al ndcleo y compite con vri por el
sitio de union con dCIk, resultando en la liberacion de la represion y consiguiente
activacion de la transcripcion de CLK. Finalmente, una vez que termina la represion
mediada por PER, el dimero CLK/CYC es capaz de iniciar la transcripcion tanto de
per, y tim como de vri y Pdpl y el ciclo comienza nuevamente (Cyran et al.,
2003;Glossop et al., 2003). En la figura I.2.C se muestran las oscilaciones antifasicas

entre algunos de los componentes esenciales del reloj molecular.
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Figura I.2. El reloj molecular de Drosophila. Los distintos paneles de la figura representan diferentes
aspectos del reloj molecular. Las lineas punteadas indican los pasos en los que suelen ocurrir retrasos. (A)
Modelo de la acumulacion, funcién y degradaciéon de PER, procesos dependientes tanto de DBT como de
TIM. A pesar de que per y tim se activan coordinadamente a través de la uniéon de los factores de
transcripcién dCLK (C) y CYC (B, por su homdlogo en mamiferos BMAL) a los elementos E-box que
contienen sus promotores, los procesos de acumulacion de PER (P) y TIM (T) no siguen la misma cinética.
PER es inicialmente fosforilada por DBT, el ort6logo de Caseina Kinasa 1, y posteriormente degradada por
el proteosoma. A pesar de esto, los niveles de PER aumentan gradualmente y comienza a acumularse en el
citoplasma, uniéndose a TIM que bloquea la fosforilacion mediada por DBT. Una vez en el nicleo TIM es
eliminado del complejo PER/TIM/DBT permitiendo la represién transcripcional de per y tim. La
fosforilacién de PER por parte de DBT en el nicleo la degrada y de este modo vuelve a iniciarse el ciclo. (B)
La translocacién al nicleo del dimero PER/TIM es controlada por la actividad kinasa de SHAGGY (SGG)
sobre TIM. (C) El segundo ciclo transcripcional de retroalimentacién negativa. Las proteinas dCLK y VRI
son producidas ritmicamente. En el nicleo, PER, o el dimero PER/TIM, promueven la transcripcién de CLK
mientras que vri es activado por CLK/CYC y reprimido por PER. Elevados niveles de VRI bloquean la
expresion de per y tim. (D) Durante el dia, dClk disminuye tanto a nivel de ARNm como de proteina,
mientras que vri se acumula. Esto podria estar causando la acumulacion maxima de per, tim y vri en la
noche temprana, cuando las cantidades de vri son maximas y las de dClk minimas. Luego de un tiempo el

dimero PER/TM entra al nicleo y estimula la transcripcion de Clk (Young y Kay 2001).
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El sistema circadiano de Drosophila

El mecanismo molecular descripto anteriormente esti presente en cada una de las
células marcapasos que componen el sistema circadiano en las distintas especies. El
clonado de per y tim (Myers et al., 1995;Zehring et al., 1984) y el desarrollo de
anticuerpos contra las proteinas para las que estos genes codifican (Edery et al.,
1994;Myers et al., 1996) permiti6é detectar su expresion no solamente en varios grupos
de neuronas del sistema nervioso de Drosophila sino también en otros tejidos, como
los ojos, los ocelos, las antenas y las quetas del cuerpo y las patas (Hall, 1998;Helfrich-
Forster, 1995;Helfrich-Forster et al., 1998;Helfrich-Forster, 2004). Si bien
inicialmente se consider6 que la expresion de per en la cabeza era esencial (Konopka
et al., 1893), estudios posteriores revelaron que tanto los ojos como los ocelos eran
prescindibles (Helfrich y Engelmann, 1987;Vosshall y Young, 1995;Zeng et al., 1994),
demostrando que en realidad la ritmicidad comportamental depende exclusivamente
de la expresion de per en el cerebro. En individuos adultos, per y tim se expresan
tanto en células de la glia como en varios grupos neuronales. Las células gliales en
general se encuentran en la proximidad de las arborizaciones de las neuronas del reloj
y aunque parecen contribuir (Helfrich-Forster, 1995) no son suficientes para sostener

la ritmicidad comportamental (Ewer et al., 1992).

Las cerca de 100 neuronas que integran el circuito circadiano en el cerebro del adulto2
se dividen en seis grupos de simetria bilateral, fundamentalmente en base a su
localizacion (FIGURA I1.3). En una clasificacion inicial se dividen en dos grandes
grupos, las neuronas laterales (NLs), y neuronas dorsales (NDs)3 (Ewer et al.,
1992;Frisch et al., 1994;Zerr et al., 1990). A su vez, las LNvs se dividen en tres grupos:
las neuronas laterales dorsales (NLds), un grupo de aproximadamente 6 células por

hemisferio, y las neuronas laterales ventrales, que se dividen en 4 neuronas grandes

2- En el cerebro de la larva, s6lo las NLvps, las ND2 y dos de las células de las ND1 expresan PER y TIM (Kaneko et al.,
1997;Kaneko and Hall, 2000) .

3- Ademas de las NLs y NDs, se report6 que existen otras tres células en cada hemisferio que expresan TIM, las LPN
(Kaneko and Hall, 2000), y recientemente se las involucr6 en la sincronizaciéon a ciclos de temperatura (Yoshii et al.,

2002).
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(NLvgs) y 4 pequenas (NLvps) por hemisferio. Las neuronas dorsales consisten de 15
células que integran el grupo 1 (ND1), dos del grupo 2 (ND2) y aproximadamente 40
del grupo 3 (ND3). Recientemente esta clasificacion se ha extendido y las ND1 se
subdividen en 2 anteriores (ND1a) y 13 posteriores (ND1p) (Shafer et al., 2006). Tanto
las neuronas dorsales como las laterales dorsales envian sus proyecciones hacia la
pars intercerebralis (PI) (FIGURA 1.3), una importante area neurosecretoria desde la
que se ha propuesto que la ritmicidad se propaga al resto del organismo (Helfrich-
Forster, 2005). Ademés de per y tim, se detecté expresion de otros genes del reloj en
las NLs y NDs. Mediante inmunohistoquimica se encontr6 que en ambos grupos se
expresan VRI (Blau y Young, 1999) y PDP1 (Cyran et al., 2003), y utilizando genes
reporteros se detect6 expresion de Clk (Cyran et al., 2003) y cyc (Paul Hardin, datos

no publicados).

ocelos

ojo iy ND1  ND2
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Figura I.3. Mapa de las neuronas del circuito circadiano y sus
proyecciones en Drosophila. Todos los grupos de neuronas del reloj estan
indicados (DN1,2 y 3, LNd, NLvgs y NLvps). Ademas, se incluyen las estructuras de
fotopercepcion, como los ocelos (Oc), H-B eyelets y fotorreceptores de la retina, R7/8
y R1/6. Las neuronas mas importantes en la jerarquia del circuito circadiano son las
NLvps, cuyos somas se encuentran en la médula anterior y envian sus proyecciones
axonales al protocerebro dorsal. Tanto estas células como las NLvgs estan indicadas

en rojo, ya que ambas expresan el neuropéptido PDF (Helfrich-Forster et al., 2007).
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Aunque existe una jerarquia bien establecida entre los distintos grupos de neuronas
marcapasos de Drosophila, hay una diferencia importante respecto del sistema
circadiano de mamiferos. El nicleo supraquiasmatico es el considerado el reloj
central debido a que todas las oscilaciones en los relojes periféricos estan
subordinadas a su funcionamiento. En las moscas existe una mayor diversificacion, ya
que cultivos de distintos tejidos aislados pueden ser sincronizados por ciclos de luz y
oscuridad y mantienen sus oscilaciones en condiciones constantes en forma autébnoma

(Hege et al., 1997;Plautz et al., 1997).

Sin embargo, puede afirmarse que uno de estos grupos neuronales, las NLvps, es una
estructura en gran medida analoga al NSQ en cuanto a su funcion. Ademas de que
estas células son esenciales para el control de la ritmicidad comportamental
(Blanchardon E, 2001;Helfrich-Forster, 1998;Renn et al., 1999), son capaces de
sincronizar algunos osciladores periféricos e inclusive a los grupos de neuronas
dorsales4 (Stoleru et al., 2005). Existen importantes diferencias entre los dos grupos
de NLvs: en primer lugar, envian sus proyecciones axonales a regiones distintas;
mientras que las NLvgs proyectan contralateralmente hacia el l6bulo oOptico del
hemisferio opuesto, las terminales axonales de las NLvps llegan hasta el protocerebro
dorsal, a la regi6on donde se encuentran las neuronas dorsales. Ademas, difieren en el
tamafo y ubicaciéon de sus cuerpos celulares (las NLvgs tienen una localizacion mas
dorsal y anterior). Pero la diferencia mas importante radica en que mientras las NLvgs
no son células marcapasos porque sus oscilaciones desaparecen en oscuridad
constante (Taghert y Shafer, 2006) y no son necesarias para la ritmicidad
comportamental (Grima et al., 2004;Stoleru et al., 2004), las NLvps ocupan el lugar

maés alto en la jerarquia dentro de los grupos neuronales del circuito circadiano

Distintas evidencias experimentales sugieren que las NLvps son necesarias y
suficientes para el control de la ritmicidad en condiciones constantes. Por un lado,
eliminando tUnicamente estas células mediante sobreexpresion de genes pro
apoptoéticos las moscas se vuelven completamente arritmicas, mientras que las

alteraciones comportamentales como consecuencia de la eliminacién de los otros

4- En este trabajo se demostr6 que las NLvps pueden actuar como Zeitgeber de otros grupos de neuronas marcapasos,

ya que pueden sincronizar su fase (sincronizacién no paramétrica).
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osciladores son muy leves (Stoleru et al., 2004), y por otro, el rescate de la expresion
de per en el background genético del mutante nulo pero! especificamente en las

NLvps es suficiente para rescatar la ritmicidad comportamental (Grima et al., 2004).

Sin embargo, en ciclos de luz y oscuridad el escenario es diferente, ya que en el
comportamiento de una mosca silvestre se evidencian las manifestaciones
comportamentales de los distintos grupos de neuronas del reloj. Tanto en Drosophila
como en la mayoria de los animales, incluso aquellos organismos que no poseen un
reloj funcional pueden responder a las transiciones de fase, dando lugar a un
fenémeno conocido como enmascaramiento (Mrosovsky, 1999). El analisis de sus
actogramas en presencia del Zeitgeber revela que existe un patron de actividad ritmica
que desaparece apenas son dejados en condiciones constantes. Por eso se dice que se
enmascara la inexistencia de un reloj circadiano, dando una falsa apariencia de
ritmicidad. En Drosophila, ademas de la respuesta directa a las transiciones de fase
existen anticipaciones de cada una de ellas, que se manifiestan como un incremento

gradual de la actividad hacia el final del dia y hacia el final de la noche.

Las anticipaciones a las transiciones de fase sumadas a la respuesta directa a los
cambios ambientales provocan que la consolidaciéon de la actividad en Drosophila se
encuentre al amanecer y al atardecer, fenotipo comportamental que se conoce como
crepuscular (Wheeler et al., 1993). Recientemente se demostrdé que las NLvps son
responsables no sélo del mantenimiento de la ritmicidad en condiciones constantes
sino de la anticipaciéon de la mafana (morning peak), mientras que las NLds y parte
de las neuronas dorsales —fundamentalmente las ND1s— son prescindibles para la
ritmicidad en OO pero necesarias y suficientes para la anticipacion de la noche
(evening peak). En adelante nos referiremos a las NLvps también como OSCILADOR

My a las neuronas dorsales y laterales dorsales en conjunto como OSCILADOR Es.

Si bien en ciclos de luz y oscuridad las oscilaciones en cada una de las neuronas que

integran el circuito circadiano estan sincronizadas, en ausencia de claves ambientales

5-Recientemente se demostré que las células que integran el oscilador E son capaces de sostener la ritmicidad
comportamental en condiciones de luz constante, donde las moscas silvestres son arritmicas. Alterando la degradacién
de CRY mediante la sobreexpresion de la casein kinasa 1 € (shaggy) especificamente en estas células se vi6 que son

capaces de sostener la ritmicidad comportamental (Stoleru et al., 2007).
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el escenario es diferente: a partir de la observacién de que las oscilaciones en las NLds
y ND1 estan alteradas en el mutante pdfo, se ha sugerido que la sefializacion por parte
de las NLvps seria necesaria para mantener en fase al resto de las neuronas
marcapasos (Lin et al., 2004;Peng et al., 2003). Ademas, se sabe que la fase de las
oscilaciones de las NLds y las neuronas dorsales puede ser sincronizada por las
NLvps, que en este caso actuarian como Zeitgebers del resto de los osciladores
(Stoleru et al., 2005). En este sentido, en condiciones constantes el oscilador E estaria

subordinado al oscilador Ms®.

Del nuicleo a la membrana

Si bien los mecanismos bioquimicos que subyacen al funcionamiento del reloj
molecular estan bien caracterizados, poco se sabe sobre el modo en que las neuronas
que lo integran se comunican con los circuitos que se encuentran rio abajo. La notable
superposicion existente entre las neuritas de los distintos grupos de neuronas del
circuito circadiano sugiere que estos estin conectados funcionalmente (Helfrich-
Forster, 2005). Ademas, se report6 que existen proyecciones axonales que vuelven
hacia las NLvps desde practicamente todos los grupos dorsales (Helfrich-Forster et al.,
2007). Las hipoétesis actuales respecto de la direcciéon del flujo de informacién desde
los distintos grupos neuronales se basan principalmente en evidencias anatomicas:
tanto las proyecciones de las NLvps como de las NLds y los tres grupos de NDs se
dirigen hacia el protocerebro dorsal, que posee conexiones con todas las areas del
cerebro y donde reside el sistema neurosecretorio de Drosophila (Shiga, 2003), por lo
que se cree que a través de esta regidon podrian transmitirse sefales eléctricas o

humorales hacia los 6rganos efectores (Helfrich-Forster, 2005).

6- Actualmente el modelo M/E esta bien establecido, aunque algunos autores sefialan que atin no es completamente
satisfactorio al momento de explicar algunas evidencias experimentales y proponen que ambos osciladores, M y E,
contribuyen a la anticipacion de la noche (Taghert y Shafer, 2006). Segtin esta interpretacion, las NLvps conforman
tanto el oscilador M como el E, y las NLds el conforman el oscilador E. En este sentido es relevante mencionar que si
bien las moscas en las cuales se eliminan las NLvps mediante sobreexpresion de genes pro apoptoticos carecen de
anticipacién de la mafiana, su actividad durante el periodo de OO est4 consolidada a partir de la anticipacion de la
tarde. Resulta al menos llamativo que si las NLvps estan involucradas exclusivamente en la manifestacién de la

anticipacion de la manana, el “pico” que prevalece en su ausencia sea precisamente el de la noche.
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Hasta el momento se identifico un unico factor potencialmente liberado por las
neuronas del reloj, el neuropéptido pigment dispersing factor (PDF) (Helfrich-
Forster, 1995;Kaneko et al., 1997) que es expresado tanto por las NLvps como por las
NLvgs (la sefial que se obtiene con un anticuerpo especifico contra PDF esta
esquematizada en rojo en la figura I.3). PDF es considerado un factor sincronizador
porque la linea pdfo!, que porta un alelo nulo, se vuelve gradualmente arritmica en
ausencia de claves ambientales (Helfrich-Forster y Homberg, 1993;Renn et al., 1999).
A partir de experimentos de inmunohistoquimica en los que se detecté una oscilacion
en la sefial de PDF en las proyecciones dorsales de las NLvps se propuso que la
acumulacion y/o liberacion de este neuropéptido se encuentra regulada
circadianamente (Park et al., 2000). Trabajos recientes en los que se reporté que las
oscilaciones moleculares en los grupos de neuronas dorsales de pdfer estan
desincronizadas en condiciones constantes apoyan la nocién de que PDF acttia como

factor sincronizador del circuito circadiano (Lin et al., 2004;Peng et al., 2003).

Sin embargo, hasta el momento no se ha podido identificar ningin neurotransmisor
involucrado en la transferencia de informacion rio abajo de neuronas del reloj, aunque
se ha reportado que éstas expresan receptores de glutamato (Hamasaka et al., 2007),
acetilcolina (Wegener et al., 2004) y serotonina (Hamasaka y Nassel, 2005;Yuan et
al., 2005). Muy recientemente han comenzando a realizarse experimentos
electrofisiol6gicos para determinar si existe una regulaciéon circadiana de las
propiedades de membrana de las NLvps, ya que el tamano y la ubicacion de estas
células hicieron hasta ahora muy dificil el acceso mediante microelectrodos. En otros
organismos, sin embargo, existe una gran cantidad de informacion respecto del

control circadiano de la actividad eléctrica en distintas neuronas marcapasos.

La actividad eléctrica como componente del sistema circadiano

Los primeros experimentos orientados a determinar si existian oscilaciones en
propiedades eléctricas se realizaron en dos moluscos marinos, Bulla gouldiana y
Aplysia californica, y se encontr6 que existia un patrén ritmico en la frecuencia de

disparo de neuronas no fotorreceptoras del nervio optico, en la base de la retina, que
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podia ser registrado tanto in vivo como en cultivos de tejido (Block, 1981;Block y
Wallace, 1982;Jacklet, 1969;Roberts y Block, 1983). En estos experimentos se
encontro, ademas, que la conductancia de la membrana en condiciones constantes es
mayor durante la noche subjetiva, cuando las células estan mas hiperpolarizadas y
decrece a medida que avanza el dia, cuando las células comienzan a despolarizarse
(Michel et al.,, 1993;Ralph y Block, 1990). Las neuronas marcapasos de Bulla
continian exhibiendo un ritmo circadiano en la conductancia de membrana aun
cuando estan completamente disociadas del ojo y cultivadas como células aisladas

(Michel et al., 1993).

En mamiferos, se ha reportado que las neuronas del NSQ exhiben ritmos circadianos
en la frecuencia espontianea de disparo (FED) in vivo, en rodajas de cerebro, en
cultivos de tejido e incluso en neuronas disociadas (Bos y Mirmiran, 1990;Gillette y
Reppert, 1987;Green y Gillette, 1982;Groos y Hendriks, 1982;Herzog et al.,
1997;Quintero et al., 2003;Shibata et al., 1982;Welsh et al., 1995). La persistencia de
los FED (aunque con fases independientes) en células del NSQ disociadas sugiere que
como en Bulla, el oscilador circadiano de mamiferos es un proceso auténomo de célula
(Welsh et al., 1995). Experimentos electrofisiol6gicos revelaron que las neuronas del
NSQ poseen una corriente entrante transiente de sodio sensible a tetrodotoxina
(TTX), otra corriente de sodio de inactivaciéon lenta, tres corrientes de potasio de
salida diferentes (transiente, rectificadora demorada y dependiente de calcio), una
corriente  cati6onica  inespecifica activable por hiperpolarizacién tardia
(afterhyperpolarization, AHP), una corriente de calcio de tipo L y una corriente de
potasio entrante de rectificacion demorada (Akasu et al.,, 1993;Cloues y Sather,
2003;de Jeu y Pennartz, 1997;Kononenko et al., 2004;Pennartz et al., 2002;Teshima
et al., 2003;Walsh et al., 1995). El hecho de que también en el NSQ tanto la frecuencia
y amplitud de los potenciales de accién como la resistencia de la membrana es mayor
durante el dia (De Jeu et al., 1998;Pennartz et al.,, 2002) es consistente con la
observacion de que es en esta fase cuando la membrana estd mas despolarizada

(Pennartz et al., 2002).
En conjunto, todos estos datos sugerian que al menos una de las corrientes descriptas

anteriormente se encontraba modulada por el reloj circadiano. En el caso de Bulla, se

demostrd que la variacion circadiana en la amplitud de una corriente de potasio era
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responsable de la oscilacion en la conductancia de la membrana (Michel et al., 1999).
Resultados similares reportados en mamiferos dieron lugar a la hipotesis de que las
corrientes de potasio podrian ser elementos clave en la modulaciéon de la actividad
espontanea del NSQ (Itri et al., 2005;Kuhlman et al., 2003;Kuhlman y McMahon,
2004;Walsh et al.,, 1995). Experimentos posteriores demostraron que existe una
variacién circadiana en una corriente de potasio en particular, la corriente de larga
conductancia dependiente de calcio y voltaje, y que esta oscilacion ocurre

especificamente en neuronas del NSQ (Pitts et al., 2006).

Los canales de potasio y su rol en la célula

A partir de sus secuencias aminoacidicas, se pudo establecer que los canales de sodio,
calcio y potasio son proteinas homologas que descienden de un ancestro comtn, un
canal i6nico bacteriano (Hille, 1989). En todos los genomas secuenciados hasta el
momento, eucariotas, procariotas y arquibacterias, existe al menos un gen que
codifica para un canal de potasio (Littleton y Ganetzky, 2000). Ningtin otro canal
ibnico presenta tal ubicuidad. Varias patologias humanas, como las arritmias
cardiacas, algunos tipos de sorderas, diabetes, epilepsia y disfunciones relacionadas
con la regulaciéon de la presion sanguinea estan relacionadas con alteraciones en su

funcionamiento o expresion (Jentsch et al., 2004).

Los canales de potasio estabilizan el potencial de membrana, ya que lo acercan al
potencial de equilibrio para el potasio, lejos del umbral de disparo de la célula. En las
células excitables, los roles de todos los tipos de canales de K+ estan relacionados con
esta estabilizacion?. Cuando una neurona “dispara” un potencial de accion, se produce
una rapida despolarizacion de la membrana provocada por el ingreso masivo de sodio
a través de canales de sodio dependientes de voltaje, que lleva a la célula de los -7omV
del reposo a cerca de +50mV. Es entonces cuando la actividad de los distintos tipos de
canales de potasio provoca la salida de este ion de la célula, a favor de su gradiente de

concentraciéon (tipicamente 140mM en el medio intracelular y 2mM en el exterior),

7- En las células de la glia, estos canales ayudan a transportar el exceso de K+ extracelular para alejarlo de las neuronas

activas (Miller, 2000).
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causando una inmediata repolarizacién de la membrana y contribuyendo asi a la
rapidez de los potenciales de accion. Estos canales terminan periodos de actividad
intensa, establecen el tiempo entre disparos y generalmente disminuyen la efectividad
de un input excitatorio cuando se encuentran abiertos8 (Miller, 1992;Miller, 2000). La
apertura de canales de K+ subyace a algunos tipos de anestesia clinica, ya que lleva a
un estado de perdida de conciencia. Por otro lado, su cierre mediante el sistema de
segundos mensajeros es una estrategia que permite aumentar la excitabilidad

neuronal.

En mamiferos se han identificado mas de 80 genes que codifican para subunidades de
canales de K+ (Salkoff et al., 2006). Aunque tienen distintas propiedades estructurales
pueden reconocerse por algunas caracteristicas distintivas, como la secuencia -
TXXTXGYGD- (thr-x-x-tr-x-gly-tyr-gly-glu) que se considera la “firma” de los canales
de K* (Heginbotham et al., 1992). Su arquitectura mas simple consiste en dos pasos
transmembrana, y es probablemente una forma primitiva de estos canales (Gulbis y
Doyle, 2004). Las principales subunidades tienen ademas de los dos dominios
comunes cuatro segmentos transmembrana que les otorgan sensibilidad al voltaje. En
este sentido, el méas importante de ellos es el dominio S4, que contiene secuencias
repetitivas de un aminoacido cargado positivamente mas dos aminoacidos
hidrofébicos que se cree que constituyen el sensor de voltaje (Bezanilla y Perozo,

2002;Cui y Aldrich, 2000;Diaz et al., 1998;Horn, 2004) (FIGURA 1.4).

El secuenciamiento del genoma de Drosophila revel6 27 genes que codifican para
canales de potasio (Littleton y Ganetzky, 2000). Los canales de invertebrados pueden
organizarse segin las mismas clasificaciones estructurales que los de mamiferos
(ANEXO 1) lo cual indica que su gran diversidad no es una especializacién de los
animales superiores. El primer canal de K* en ser clonado fue Shaker de Drosophila,

que fue identificado debido a que las lineas de moscas mutantes en este canal agitaban

8- Es tal la diversidad de tipos celulares donde se expresan canales de K+, y tan variadas sus funciones que es imposible
recopilarlas todas en el contexto de esta tesis, por lo que se mencionan tnicamente aquellas relacionadas con su

actividad en el sistema nervioso (Jentsch et al., 2004)
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vigorosamente sus patas en respuesta a la anestesia% (Papazian et al., 1987). Analisis
electrofisiol6gicos revelaron que estas moscas carecian de una corriente transiente
rapida en las terminales presinapticas, de modo que la repolarizaciéon de la membrana
luego del disparo de un potencial de accién estaba retrasada y la liberacion evocada de
neurotransmisor por un dnico potencial aumentaba drasticamente (Hoshi et al.,

1990;Pongs et al., 1988).

Los canales de potasio dependientes de calcio y voltaje -BK-.

En 1958, G. Gardds describié por primera vez una corriente de K+ activada por Ca 2+
en eritrocitos. La primera caracterizacion electrofisiolégica de la corriente de estos
canales se realiz6 a través de experimentos con microelectrodos en neuronas de
moluscos (Meech y Standen, 1974), pero la mayor parte de lo que se sabe actualmente
proviene de estudios donde se utiliz6 la técnica de patch clamp en neuronas de
vertebrados (Sah y Davies, 2000). Los canales involucrados en su transmisién se
denominan Maxi K o BK (Big K+*) debido a la inusual magnitud de su conductancia
unitaria (en promedio, > 250 pS para una distribucion simétrica de 1t0omM K*) y se
expresan ubicuamente en las terminales presinapticas de varios tipos neuronales
(Knaus et al., 1996;Meir et al., 1999;Robitaille et al., 1993;Sakaba et al., 1997). La
corriente amplia y unitaria de los BK era tan facil de registrar que tomo6 muchos afios
identificar que también habia otros canales, con distintas propiedades, los SK (small
K+) e IK (intermediate K+) (Hille, 2001).

El canal BK de Drosophila fue el primer canal de K+ dependiente de calcio y voltaje en
ser clonado y caracterizado (Atkinson et al., 1991). Previamente se habia identificado
una linea de moscas mutantes que carecia de una corriente de potasio dependiente de
calcio y daba lugar a un fenotipo “letargico”, de donde proviene la denominaciéon
slowpoke (Elkins et al., 1986). Pocos afios mas tarde clon6 su homologo en mamiferos

y se demostré que slowpoke de Drosophila es homologo a la subunidad a de mslo®°

9- También en esta rama de la biologia Seymour Benzer aport6 una idea innovadora, ya que fue el primero en proponer
que defectos en canales i6nicos deberian reflejarse en defectos comportamentales. Esta nocién condujo a la
identificacién del primer canal de K, Shaker, y a su clonado y caracterizacion.

10- Ademas, en mamiferos existe una subunidad 3 regulatoria (FIGURA 1.4) (Orio et al., 2002).
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(Butler et al., 1993;Pallanck y Ganetzky, 1994), donde existen cuatro genes que

codifican para canales slo: slo,, dos paralogos, slo..,y slo..,, y slo; (Salkoff et al., 2006).

Este gen se encuentra altamente conservado tanto en cuanto a su secuencia como a su
funcion (Butler et al.,, 1993;Piskorowski y Aldrich, 2006;Schreiber et al.,
1999;Schreiber y Salkoff, 1997). El secuenciamiento de los genomas de diversos
organismos modelo permitio la identificacion de todos los genes que codifican para las
distintas subunidades de slo (Adams et al., 2000;Bhattacharjee et al., 2003;Butler et
al., 1993;Joiner et al., 1998;Pallanck y Ganetzky, 1994;Schreiber et al., 1998;Yuan et
al., 2000), contribuyendo a un mejor entendimiento de como la evolucion de estos
canales ocurri6 a través de un disefio modular, esencialmente acoplando un moédulo
equivalente a un canal dependiente de voltaje con uno que responde a factores intra y
extra celulares (Salkoff et al., 2006). La versatilidad de este disefio permite que
propiedades eléctricas de la membrana sean moduladas por un gran repertorio de

eventos celulares.

Aunque estructuralmente son muy similares a los canales de potasio dependientes de
voltaje, los BK presentan una topologia de 7 dominios transmembrana ya que poseen
un dominio adicional, So (Meera et al., 1997;Toro et al., 1998;Wallner et al., 1996)
(FIGURA 1.3), que precede al S1y provoca que el extremo N-terminal se encuentre en
el espacio extracelular. El largo extremo C-terminal (contiene aproximadamente el
doble de aminoacidos que la region comprendida entre So y S6) contiene cuatro
dominios hidrofébicos (S7-S10). El grupo de Salkoff identific6 los dos modulos de la
proteina, el central (So-S8) y la “cola” (S9-S10), que al ser coexpresados dan lugar a
canales funcionales (Wei et al., 1994). El m6dulo central del canal (So-S6) posee una
alta similitud con los canales de potasio canoénicos, del tipo de Shaker (Atkinson et al.,
1991;Butler et al., 1993) excepto por la presencia del extremo amino terminal (So). La
regulacion por voltaje estd asociada a este dominio, y proviene del mecanismo
compartido por todos los canales de K+, llevado a cabo por el sensor de voltaje (S4). La
parte distal (S9-S10) es la méas conservada dentro de los canales slo, y es donde se
encuentra el sitio de unién a calcio (calcium bowl) (Bao et al., 2004;Schreiber et al.,
1999;Schreiber y Salkoff, 1997;Shi et al., 2002;Xia et al., 2002;Zeng et al., 2005). Esta
“cola” esta separada del resto de la proteina por una regiéon conectora no conservada

(entre S8 y S9) que presenta grandes diferencias entre especies.
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Existe una gran cantidad de variantes de splicing de slo (Atkinson et al., 1991;Butler et
al., 1993;Chang et al., 2000;Rosenblatt et al., 1997) algunas de las cuales producen
canales con sensibilidades al Ca2* y cinéticas muy diferentes (Navaratnam et al.,
1997;Rosenblatt et al., 1997;Tseng-Crank et al., 1994). Se ha reportado que existe una
regulacion hormonal de la expresion de distintas variantes que podria estar
involucrada en la modulacion de la excitabilidad de células involucradas en diversas

respuestas a stress (Miller, 2000).

subunidad o extracelular

Figura I.4. Estructura de un canal BK. En el esquema se indican todos
los dominios basicos de los canales BK, a los que pertenece slowpoke. El
dominio So es caracteristico de slo y lo distingue de otros canales de potasio.
Se cree que en la “cola” formada por los dominios S9-10 se encuentra el sitio
de unién a calcio. En Drosophila no se ha encontrado ninguna secuencia que
codifique para una subunidad § putativa (dominios TM1 y TM2, en naranja).

dslo corresponde a la subunidad a de mslo (dominios So-S10, en azul).

La funciéon de los canales codificados por el locus slowpoke es crucial en la
determinacion del patréon de disparo de potenciales de acciéon y en la eficacia de la
transmision siniptica en el sistema nervioso. Ademas, estos canales juegan un rol muy

importante en el control de la presion sanguinea en el muasculo liso y el transporte de
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iones en células epiteliales® (Atkinson et al., 1991;Elkins et al., 1986;Hanaoka et al.,
1999;Morita et al.,, 1997). Estan ampliamente distribuidos en el SNC, donde se
localizan en somas, dendritas y terminales presinapticas (Knaus et al., 1996;Marrion y
Tavalin, 1998). En dendritas, se cree que ayudan a terminar potenciales de accion de
calcio, como es el caso de las células de Purkinje (Swensen y Bean, 2005;Womack y
Khodakhah, 2004). En el soma, se cree que contribuyen a la fase rapida de la
hiperpolarizaciéon tardia observada en neuronas piramidales de la region CA1 del
hipocampo (Lancaster et al., 1991;Lancaster et al., 2001). Esta fase es determinante en
la duracion del periodo refractario de una neurona y por lo tanto determina su
maximo indice de disparo de potenciales de accion. En las terminales presinépticas,
proveen un mecanismo homeostatico de regulacion de la transmision sinaptica
limitando la entrada de calcio (Hu et al., 2001;Robitaille et al., 1993;Wang et al.,

2001) y regulando la duracién de los potenciales de accion.

El rol de slo en la liberacion de neurotransmisores es ain controversial. Dado que la
activacion de este canal hiperpolariza la célula, se esperaria que su bloqueo aumente la
liberacion de neurotransmisores. Esto es consistente con lo reportado en algunos
sistemas (Marshall et al., 1994;Robitaille et al., 1993;Wang et al., 2001), pero sin
embargo en otros casos se encontro el efecto contrario (Pattillo et al., 2001;Skinner et
al., 2003;Warbington et al., 1996). El hecho de que SLO, haya sido el tinico canal
i6nico encontrado en un screen genético donde se buscaban moléculas involucradas
en la regulacion de la liberacion de neurotransmisores sugiere que este canal juega un
rol importante, si no tnico, en este proceso (Wang et al., 2001). La prolongaciéon de la
repolarizacién de la membrana después de un potencial de accién es el mecanismo
propuesto por el cual el bloqueo de los canales BK afecta la transmision de
neurotransmisores (Hu et al., 2001). Esta prolongaciéon provoca el “ensanchamiento”
del potencial de accion que se observo cuando slowpoke fue identificado (Elkins et al.,
1986). En la figura I.5 se muestra la curva obtenida al estimular a 20 y 33 Hertz el

miusculo de vuelo en moscas adultas (Atkinson et al., 2000). Mientras que en la linea

1-Recientemente se ha reportado que estos canales modulan la sensibilidad a etanol (Pietrzykowski et al., 2004).
Ademés, en Drosophila se demostrd que la presencia de slo otorga mayor sensibilidad a la anestesia y que cambios en
sus niveles de expresion en el SNC estdn correlacionados con la adquisicién de tolerancia a distintos solventes

organicos sedantes (Ghezzi et al., 2004).
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control los potenciales de accién repetidos presentan formas y duraciéon similares, en
el mutante nulo en slo se vuelven gradualmente mas anchos debido a su incapacidad

para repolarizar adecuadamente la membrana.

20 Hz o my 33 Hz
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Figura I.5. Potenciales de acciéon evocados en el misculo de vuelo
en moscas silvestres y mutantes en slo. La estimulacién de una mosca
inmovilizada utilizando electrodos de tungsteno resulta en la generacién de
potenciales de accién en el misculo de vuelo, que se registran con electrodos
de vidrio con 1M NaCl. En el panel izquierdo se muestran los potenciales de
accion producidos al estimular el mtsculo a 20 Hertz y en el derecho a 30
Hertz. El grafico superior corresponde a los potenciales generados en un

individuo silvestre y en el inferior los generados por slo4 (Atkinson 2000).

Debido al rol fundamental de estos canales en procesos tan esenciales para el
funcionamiento neuronal, su actividad estd regulada por miultiples eventos
intracelulares. Las propiedades de gating de SLO estan moduladas por la funciéon de
distintas kinasas y fosfatasas que fosforilan al canal en forma reversible (Esguerra et
al., 1994;Salkoff, 2006). En particular, estos canales son habitualmente modulados
por varias serina/treonina kinasas, como es el caso de PKA, PKG y PKC (Schubert y
Nelson, 2001;Tian et al., 2001;Tian et al., 2004) (Weigert 02,). Estas pueden
aumentar o disminuir la actividad del canal regulando su probabilidad de apertura, a
menudo en complejas combinaciones que varian dependiendo del tejido. En
Drosophila se han descripto varios reguladores importantes de la funcién de SLO,
como la proteina slowpoke binding protein, SLOB, (Zhou et al., 1999) que modula
positivamente la probabilidad de apertura del canal, o Leonardo, LEO, que se une a
slob dando como efecto una modulacion negativa de la actividad del canal (Schopperle

et al., 1998;Zhou et al., 1999;Zhou et al., 2003). Mediante inmunoprecipitacion se
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demostré que SLO, SLOB y LEO colocalizan en botones sinapticos en la placa

neuromuscular de la larva (Zhou 99).

La exquisita selectividad al potasio de los BK, que son practicamente impermeables al
sodio y conducen potasio con una efectividad que llega a ser 200 veces mayor a la que
tienen para otros cationes, como Rb* y Cs* resultaba impensable para canales de tan
alta conductancia (Blatz y Magleby 84, Eisenman 86, Stefani 97). Dado que ademas su
activacion depende tanto del voltaje de la membrana como de los niveles de calcio
intracelular, estos canales se consideran el nexo ideal para la integraciéon de senales

eléctricas y bioquimicas (Meech 1978, Yazejian 1997, Lundkvist y Block, 05).

slo se encuentra bajo el control del reloj circadiano

Una de las estrategias empleadas para identificar potenciales moléculas involucradas
en la cascada de eventos rio abajo del oscilador molecular en Drosophila fue la
comparacion de los patrones temporales de expresion génica entre lineas silvestres y
mutantes para genes canonicos del reloj mediante experimentos de microarrays
(Ceriani et al., 2002;Claridge-Chang et al., 2001;McDonald y Rosbash, 2001;Ueda et
al., 2002).

En experimentos realizados por la Dra. M. Fernanda Ceriani, donde se compar6 el
patrén de expresion a lo largo de los dos primeros dias en condiciones constantes
entre una linea silvestre, y w, y Clki's, que porta un alelo dominante negativo para CIK,
se encontr6 que de los 120 genes que oscilan en condiciones constantes en y w, 116
dejaban de oscilar en la linea mutante (Ceriani et al., 2002). Esto implica que la
expresion de estos genes se encuentra directa o indirectamente regulada por CLK, un
potente activador transcripcional (Allada et al., 1998). En este trabajo se identificé un
amplio rango de moléculas con diversas funciones celulares, ya que entre los genes
cuya expresion depende de la funcion de CLK se encontraron por ejemplo, genes que

codifican para factores de transcipcion, kinasas y componentes del proteosoma.

Entre las moléculas cuya oscilacion desaparece en el background mutante para Clk se

encontro6 a slob, el principal regulador de la probabilidad de apertura de slowpoke.
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Este resultado es consistente con lo reportado en los otros trabajos, en los que se
utilizaron estrategias ligeramente distintas (Claridge-Chang et al., 2001;McDonald y
Rosbash, 2001;Ueda et al., 2002). El hecho de que slob oscilara sugeria que la
modulacion circadiana de la actividad del canal podria ser una estrategia de la célula

para regular diferencialmente las propiedades de la membrana.

A continuacion se busc6 determinar si la oscilacion encontrada en slob indicaba una
regulacion circadiana de la expresion del propio canal. Dado que en los experimentos
de microarrays los niveles de expresion de slo eran muy bajos, su oscilacion no se
pudo detectar mediante el algoritmo utilizado para encontrar genes que ciclaban
(COSOPT). Sin embargo, al estudiar el patréon obtenido se encontr6 que slo oscila
tanto en ciclos de luz y oscuridad como en condiciones constantes, y en fase con la
oscilacion obtenida para slob (FIGURA 1.6). Esta oscilacion se confirm6 mediante la
técnica de RT-PCR (M.F. Ceriani, datos no publicados). Ademas, mediante western
blots se encontré que SLO también oscila a nivel de proteina (Ceriani et al., 2002).
Posteriormente se report6 que el homélogo de slo en mamiferos, BK (slo-1), también
oscila circadianamente a nivel de ARN, y esta oscilaciéon ocurre especificamente en el

ndcleo supraquiasmatico (Panda et al., 2002).
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Figura 1.6. Oscilacién circadiana de los niveles de RNA de slo y slob. Niveles de
intensidad relativa de RNA mensajero de slo y slob obtenidos de cabezas de moscas adultas de
la linea y w. La figura de la izquierda corresponde a los resultados obtenidos en ciclos de luz y
oscuridad, mientras que la de la derecha corresponde al patrén temporal de expresion obtenido

durante los dos primeros dias en condiciones constantes (Ceriani et al., 2002).
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La oscilacion de slowpoke, una molécula que se considera esencial en la integracion
del metabolismo celular con las propiedades de membrana, sugeria que la regulacion
de su funcion es una estrategia utilizada por el reloj circadiano para modular
diferencialmente la actividad de las neuronas marcapasos en distintos momentos del
dia.
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Hipotesis y Objetivos

HIPOTESIS

La regulacion diferencial de la actividad del canal de potasio slowpoke es un
mecanismo clave en la salida de informacion desde el reloj circadiano en Drosophila.
Dado que en ausencia del canal se pierde la consolidacion de la actividad, proponemos
que SLO es un componente esencial para la propagacion de la sincronizacion que en

dltima instancia regula la ritmicidad comportamental.

OBJETIVOS

< Determinar si los defectos comportamentales del mutante nulo en slowpoke se
deben especificamente a la falta del canal, y cuales son los tejidos en los que su
expresion es necesaria y suficiente para el rescate de los fenotipos asociados a

esta mutacion.

< Evaluar el efecto comportamental de la desregulaciéon de los niveles de slo,
tanto silenciando su expresion como sobreexpresandolo en forma especifica de

tejido.

«» Analizar el efecto de la falta de slo en el funcionamiento de los distintos
osciladores circadianos del cerebro, tanto de las neuronas laterales ventrales
pequeinas (NLvps), la estructura analoga al “reloj central” de mamiferos, como
de los osciladores subordinados a su funcion.

< Estudiar el patron de expresion de SLO en relacion con el circuito circadiano.

< Determinar si la ausencia del canal altera propiedades estructurales o

funcionales del circuito circadiano.
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RESULTADOS
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CAPITULO 1.- Las més importantes salidas del reloj circadiano estan alteradas en
ausencia de slowpoke.

1.1.- Un mutante nulo en slowpoke es arritmico en actividad locomotora.

En resultados preliminares del laboratorio se demostr6 que un mutante nulo en slowpoke,
la linea slo4, es severamente arritmico en actividad locomotora. De hecho, su porcentaje de
ritmicidad en condiciones constantes de oscuridad y temperatura es similar al de los
mutantes en los genes clasicos del reloj (Allada et al., 1998;Allada et al., 2003;Konopka y
Benzer, 1971;Liu et al., 1991;Rutila et al., 1998;Sehgal et al., 1994). Este resultado, sumado a
la observacion de que el canal se encuentra circadianamente regulado tanto a nivel de ARN
como de proteina (Ceriani et al., 2002), sugeria que slo podia ser una molécula clave dentro
del mecanismo celular que acopla las oscilaciones moleculares con las propiedades
eléctricas de la membrana. Esta integracion de procesos celulares, esencial para la
transmision de las senales rio abajo del reloj molecular, es uno de los aspectos menos
caracterizados dentro del campo de los ritmos circadianos. Dado que al ser regulados tanto
por voltaje como por los niveles de calcio intracelular los canales BK son considerados
factores ideales como potenciales nexos entre sefiales bioquimicas y eléctricas, slo aparecia
como un candidato especialmente atractivo como puerta de entrada para estudiar el
acoplamiento entre osciladores circadianos que subyace a la propagacion de la ritmicidad

rio abajo del reloj.

En la fase inicial de este trabajo se repitieron los experimentos de actividad locomotora para
caracterizar en mayor profundidad el fenotipo de slo# (FIGURA 1.1). Para ello se emplearon
condiciones de entrenamiento estandar: ciclos de cinco dias alternando 12 hs. de luz y 12 hs.
de oscuridad (LO), luego de los cuales las moscas fueron dejadas en condiciones de
oscuridad y temperatura constantes (25°C). Este es el paradigma comportamental basico
al que en adelante nos referiremos como "LO/OQ". Tal como se describi6 en la
introduccion, es precisamente la persistencia de la ritmicidad en condiciones constantes,
cuando ya no existen claves ambientales, lo que pone en evidencia la existencia de un reloj
endogeno. En la figura 1.C se muestra la diferencia en el porcentaje de ritmicidad en OO de
slo# respecto de la linea silvestre, Canton S. La penetrancia de este fenotipo, mayor al 90%

en todos los experimentos realizados, es particularmente llamativa teniendo en cuenta que
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mutantes nulos en dos de los genes que codifican para proteinas pertenecientes a las otras
grandes familias de canales de potasio, shaker y ether-a-go go, no presentan defectos en su

ritmicidad comportamental (Ceriani, resultados no publicados).
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Figura 1.1.- Una mutacién en el canal slo provoca arritmicidad en actividad
locomotora. Machos jovenes (0-5 dias) fueron sincronizados en ciclos de LO durante 5 dias y luego
dejados en condiciones constantes (las flechas indican el momento de la transferencia a O0). Los
experimentos se repitieron entre 3 y 9 veces. El ntimero de individuos se detalla en la tabla 1.1. (A)
Actogramas representativos de la linea control, CS, y el mutante nulo en slo, slo4. Las barras blancas
corresponden al dia, las negras a la noche, las rayas grises al dia subjetivo y las rayas negras a la
noche subjetiva. (B) Actogramas correspondientes al mutante slo' y a la combinaciéon alélica
slot/slo4. (C) Porcentaje de ritmicidad de las lineas presentadas en el panel izquierdo. El anélisis
estadistico realizado fue ANOVA con correccién de Bonferroni para comparaciones multiples. slo4,
slo4 y sloi/slo4 son significativamente distintas de CS (un asterisco indica una probabilidad p<0.05;

dos asteriscos, p< 0.005).

La inspeccion visual de los actogramas revela que también existen alteraciones en el
comportamiento de slo+ durante el ciclo de LO. Las moscas silvestres tienen un fenotipo
denominado crepuscular, porque si bien son animales diurnos, su actividad esta
consolidada predominantemente en torno al amanecer y al atardecer. En ausencia de slo, la

actividad se encuentra distribuida de un modo mucho maés irregular. El comportamiento
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del mutante durante el ciclo de luz: oscuridad sera analizado en el capitulo 2, tanto bajo

condiciones estandar como bajo distintos paradigmas de entrenamiento.

Un parametro importante al evaluar la regulacion circadiana de la actividad locomotora es
la fuerza de la ritmicidad, que se puede determinar mediante una transformada de Fourier -
FFT, Fast Fourier Transformation- aplicada a la distribucién de periodos (ver materiales y
métodos). Dado que la ritmicidad en actividad locomotora es un comportamiento complejo,
como consecuencia de la convergencia de varios fendmenos biologicos en general resulta
insuficiente el clasificar a los distintos individuos a "todo o nada" en ritmicos y arritmicos.
Por este motivo se ha establecido una tercera categoria para aquellas moscas que presentan
una ritmicidad débil. Este parametro, el FFT, que permite evaluar que tan ritmico es cada
individuo, también se ha utilizado como un parametro para clasificar a las moscas en
ritmicas, arritmicas y débilmente ritmicas*2 (Yang y Sehgal, 2001). Si bien en el laboratorio
no se utiliza tnicamente este criterio por considerarlo insuficiente (ver materiales y
métodos), la comparacion del valor de FFT obtenido para cada una de las lineas brinda
informacion adicional al porcentaje de ritmicidad. Tal como puede verse en la tabla 1.1,
donde se muestran estos valores para cada una de las lineas mencionadas a lo largo de este
capitulo, si bien el FFT de la linea slo4 permite clasificarlo como una linea arritmica
(alrededor de 0.05) existe un porcentaje importante de moscas que presentan una
ritmicidad débil (TABLA 1.1). Este dato sugiere que podria existir cierta ritmicidad

subyacente en este mutante, que es indetectable para el software de analisis.

12 En este trabajo se incorpord por primera vez la categoria de ritmicidad débil. Se analizaron moscas clasificadas como ritmicas
(n=699), débilmente ritmicas (n=63) o arritmicas (n=181) en funcion del an4lisis visual de sus actogramas y periodogramas y se
obtuvieron los valores promedio de FFT de 0.147, 0.0796 y 0.0442, respectivamente. En el mismo andlisis se determiné que la
linea control y w tiene un FFT promedio de 0.117 y mutantes nulos en genes del reloj, per °ty tim ©1, tienen 0.0267 y 0.0168

respectivamente.
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Genotipo LO 00 Periodo FFT
(hs)
n %R %R %DR  %AR

Cs 68 96.1 85.3 8.8 5.9 23.69 * 0.05 0.103 + 0.005
slo4 141 259 1.4 39.7 58.9 24.50 + 0.50 0.049 + 0.003
slot 48 60.0 55.0 30.0 15.0 24.00 £ 0.06 0.079 + 0.004
M131;slo4 50 10.4 1.2 15.6 83.2 24.25 £ 0.35 0.083 + 0.007
B52H;slo4 81 74.7 66.7 30.9 25 23.92 £ 0.04 0.090 + 0.003
ash218/slo* 49 30.2 14.2 62.9 22.8 23.60 * 0.22 0.091 + 0.056
ash218/+ 15 100 100 0 0 23.77 £ 0.05 0.940 +0.083
slo%/+ 56 89.3 100 0 0 23.78 £ 0.40 0.117 £ 0.048
slol/+ 100 100 100 0 0 24.00 + 0.00 0.072 £ 0.023
slo#/slo? 56 41.2 26.4 441 29.4 24.14 +0.48 0.048 +0.035

Tabla 1.1.- Los valores de periodo se asignan sé6lo a los individuos ritmicos. El FFT (Fast Fourier

Transform) es una medida de la fuerza de la ritmicidad (ver materiales y métodos)

1.2.- El defecto comportamental es especifico de la mutacién en el canal.

El alelo slot contiene una inversiéon en el cromosoma III denominada In3R(slo4), que

abarca varios otros genes ademas de slowpoke (FIGURA 1.2) . Esta inversion fue generada

mediante irradiacion por rayos y, en un screen cuyo objetivo era identificar componentes

celulares involucrados en las corrientes de potasio (Atkinson et al., 1991) . El resultado de la

irradiacién fue que un fragmento del cromosoma se delecioné y reinsert6 en direccion

contraria, provocando que el marco abierto de lectura de slo se alejara de sus promotores,

razon por la cual la inversion dio origen a un alelo nulo. Si bien el hecho de que los demas

genes involucrados en la inversion también hayan quedado insertos en direccion opuesta no

significa necesariamente que su transcripcion se vea afectada, era importante descartar que

alguno de ellos contribuyera al fenotipo comportamental de slo#.
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Figura 1.2.- Genes afectados por la inversion

IN3R(slo4). Fragmento del
cromosoma 3R afectado por la inversion In3R(slo4), que da origen al alelo slo4. Los limites

de esta inversiéon son 96A y 96F. El locus slo se encuentra mapeado en la posicion
3R:20490086-20533786 (flechas negras). Como resultado de la inversiéon el marco abierto
de lectura se aleja de las secuencias promotoras, por lo que no hay expresién del gen a partir
de ninguno de ellos. En el otro extremo de la inversion se encuentra el gen enhancer of split
—E(spl)- (flecha gris). Dado que los limites precisos de la inversién In3R(slo4) en esta regién

del cromosoma no se conocen, éste gen podria estar afectado por la mutacién y contribuir al
fenotipo observado en slo4 (extraido de Flybase)

La primera evidencia de que la causa fundamental del fenotipo observado es la mutaciéon en

el canal proviene del hecho de que otra linea portadora de mutacién en slowpoke, slo

1
b b
también presenta alteraciones en su patron de actividad locomotora. Esta mutacion

obtenida por tratamiento con un agente alquilante (conocido como etilmetansulfonato,

EMS), elimina por completo la corriente de potasio dependiente de calcio en las fibras del

alelo nulo.

musculo de vuelo (Elkins et al., 1986), razon por la cual fue descripta inicialmente como un

Sin embargo, no solo el porcentaje de ritmicidad de esta linea es mayor al de slo* (FIGURA

1.1.C), sino que la inspeccion de los actogramas revela a simple vista un fenotipo menos
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severo, especialmente obvio en LO (FIGURA 1.1.B, TABLA 1.1). La clara diferencia entre
estos dos potenciales alelos nulos sugeria dos escenarios posibles; o bien slo* no era un
verdadero alelo nulo sino un alelo hipomorfo (ver glosario), o slo4 tenia mutaciones
adicionales que contribuian a la severidad del fenotipo. La observaciéon de que las moscas
con la combinacion alélica slo?/slo# tienen un porcentaje de ritmicidad intermedio entre el
observado para cualquiera de las lineas en homocigocis apoya la primera posibilidad
(FIGURA 1.3), especialmente teniendo en cuenta que la compleja regulacion del locus slo, y
la observacion que el heterocigota slo4/+ no tiene defectos comportamentales. Ademas,
como puede verse en la tabla 1.1, incluso el porcentaje de ritmicidad en LO y el valor de FFT

de slo*/slo# son intermedios entre el de slo* y slo4.

slol/ + O % AR
H % DR
slo?/ + B %R
sloY/slo4
slot
slo#
CSs
0 20 40 60 80 100

Figura 1.3.- El defecto comportamental de slo* es especifico de la
mutacion en slo. Las lineas transheterocigotas slo/slo+ presentan
fenotipos intermedios respecto de los homocigotas slo4 y slo! respecto de
su porcentaje de ritmicidad. El nimero de individuos analizados se indica

en la tabla 1.1.
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En caso de que mutaciones adicionales a la existente en slo contribuyeran a la arritmicidad
de slo4, el porcentaje de ritmicidad de slo*/slo# deberia ser similar al de slot, ya que seria
equivalente a analizar una linea homocigota para un alelo nulo. Teniendo en cuenta que
tanto slo* como slo* en heterocigocis son indistinguibles del control en cuanto a su
porcentaje de ritmicidad en OO y a su valor de FFT, se puede descartar que cualquiera de
las otras mutaciones pueda afectar la ritmicidad en heterocigocis. Sin embargo, en la figura
1.3 puede verse que en la linea que posee la combinacion alélica de slo, ademéas de
aumentar el porcentaje de individuos ritmicos con respecto a slo# disminuye el porcentaje
de arritmicos. Por lo tanto, para todos los parametros analizados, esta linea presenta un
fenotipo intermedio con respecto a cada una de las lineas en homocigocis. Los resultados
obtenidos con la linea slo'/slo* apoyan la nocion de que la diferencia de intensidad del
fenotipo de slo* respecto del de slo se debe a que slo* no es un verdadero alelo nulo sino un
alelo hipomorfo. Para corroborar que la severa arritmicidad de slo4 no se deba a un efecto
de background genético se analiz6 el comportamiento de esta mutacion en el contexto
genético de la linea silvestre w (en lugar de CS), y se determin6 que presenta el mismo
fenotipo. Sin embargo, en estas lineas el cromosoma III es el original de la linea parental
slo4 y todavia podria acarrear mutaciones en genes cercanos al locus slo, potencialmente

afectados por la inversion In3R(slo4).

Asimismo, esta inversi6on podria afectar la transcripcion del gen que se encuentra en el
extremo opuesto, enhancer of split -E(spl)-. Dado que este locus codifica para un factor de
transcripcion involucrado en desarrollo del sistema nervioso (Preiss et al., 1988) (Hartley et
al., 1988) podria ser un factor adicional contribuyendo al fenotipo de slo+. En la figura 1.2 se
muestra la posicion de E(spl) en el cromosoma 3R. Para descartar la contribucion de alguno
de los otros genes potencialmente afectados por In3R(slo4), utilizamos lineas con
deleciones en distintos fragmentos del cromosoma III, en la region lindante a esta
inversion, denominadas deficiencies -Df- (ver glosario). Existen varios cientos de
deficiencies disponibles a partir de centros repositorios internacionales, las cuales han sido

mapeadas a regiones precisas del genoma.

Como se ve en la figura 1.4, donde se muestra un esquema de las regiones cromosomicas
afectadas por cada una de las seis Df utilizadas, solo la linea 1972 remueve por completo el
locus slo. Las lineas 3345 y 5601 abarcan la region 96F, donde se ubica E (spl). Si bien

ninguna de las otras lineas se encuentra lo suficientemente cerca de los limites de la
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inversion como para afectar a slo o E(spl), existe cierta indeterminaciéon en cuanto a los
limites exactos de las lineas 2366 y 2363. Las indeterminaciones en las deleciones se

indican con lineas punteadas en la figura 1.4.

1 T T 1 T
96B 96C 96D 96E 96F 9/A

i |
2363 —SIO E (sph
2366 . e
4531 P —
3345 =
1972 __ oo
5601 e

Figura 1.4.- Regiones del cromosoma 3R afectadas por cada una de las
Deficiencies (Df) cercanas a la inversion In3R(slo4). La region 96 del
cromosoma 3R se divide en las 4reas 96 A-F, flanqueadas por la regiéon 95F y 97A.
Dado que el gen slowpoke se encuentra en la regién 96A 17-20, la tnica Df que lo
remueve completamente es la linea 1972. El extremo opuesto de la inversion
involucra al gen E(spl), que es removido por las Df 3345 y 5601. Las lineas punteadas

adyacentes a cada Df representan zonas de indeterminacion de sus limites.

Dado que entre las distintas lineas cubren casi la totalidad de la region abarcada por la
In3R(slo4), la contribucion de cualquier otro gen de esta region en la arritmicidad de slo4
deberia manifestarse al analizarlas en transheterocigocis. Los porcentajes de ritmicidad de
cada una de estas lineas cruzadas por slo4 permiten descartar la contribuciéon de alguno de
los genes comprendidos en la inversion, ya que tnicamente la linea 1972 presenta un
fenotipo comparable al de slo4 (FIGURA 1.5). La linea 2362, la tinica otra Df que presenta un
porcentaje de ritmicidad en OO menor al 50%, muy probablemente estad afectando la
transcripcion de slo, ya que la imprecision reportada esta precisamente en la region 96A 14,

donde se encuentra la region regulatoria de este locus.
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2366 / slo*

5601 / slo4
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Figura 1.5.- Ninguna de las Df que no afectan al gen slo
presenta alteraciones en su ritmicidad comportamental. Las
barras corresponden a las categorias indicadas en la figura 1.3. Todas
las lineas fueron analizadas en transheterocigocis con slo4. La linea
1972, la Gnica que remueve por completo el gen slo, presenta un
porcentaje de ritmicidad similar al de slo4. Las lineas que afectan E(spl)
son indistinguibles de la linea control, CS. Entre 8 y 16 individuos se

analizaron en tres experimentos independientes.

Por otro lado, las lineas que abarcan la regiéon donde se encuentra ubicado E(spl), 3345 y
5601, son completamente ritmicas, lo que demuestra que atn en caso de que la inversion
genere una delecion en este gen, ésta no contribuye al defecto comportamental. Estos
resultados, junto con el analisis de las lineas slo! y slo?/slo4, permiten corroborar que la
arritmicidad de slo* se debe especificamente a la mutaciéon en el gen que codifica para el

canal.

1.3.- La falta de expresion de slo en el sistema nervioso central (SNC) es responsable

de la arritmicidad comportamental.
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El patron general de expresion de slowpoke se determiné utilizando anticuerpos

especificos, hibridizacion in situ y distintas construcciones con genes reporteros (Becker et

al., 1995;Brenner et al., 1996;Chang et al., 2000). Fue detectado en sistema nervioso central

y periférico, ademéas de musculos, triqueas y en menor medida el ojo y parte del aparato

digestivo. La region de control transcripcional de slo abarca un fragmento de 11 kb de ADN

genOmico y su organizacion es extremadamente compleja (Brenner et al., 1996). En la

ultima década se identificaron multiples promotores especificos de tejido; la expresion

neuronal y en el sistema digestivo proviene de promotores independientes mientras que la

expresion muscular y traqueal proviene de un promotor comun (Atkinson et al.,

1998;Bohm et al., 2000;Brenner et al., 1996;Brenner y Atkinson, 1996;Thomas et al., 1997).

En la figura 1.6 se muestra un esquema de la region de control transcripcional del locus slo.

Los dos primeros promotores, Co y C1, dirigen la expresion del canal en el sistema nervioso

del adulto y también en estadios larvales y embrionarios. El promotor C2 es suficiente para

la expresion en musculos y traqueas, mientras que los promotores C1 B y C dirigen la

expresion en el intestino.

sistema nervioso  sistema nervioso sistema digestivo musculo y

traqueas
promotor CO promotor C1 promotor C1 b promotor C2
yCl
L r T T r |
exo6n C1 ex6n ClbyClc exo6n C2 exén C3

1kb

exén CO

Figura 1.6.- Mapa de la region transcripcional de slowpoke. La linea negra horizontal
representa ADN genémico y los guiones verticales los sitios de corte de enzimas de restricciéon
comunes. Cada una de las flechas representa un promotor tejido especifico. Los cuadros azules de la
region inferior representan cada uno de los exones alternativos usados por los distintos promotores,

y las lineas conectivas indican patrones de splicing (adaptado de Atkinson et al. 2000).
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Para determinar la contribucion relativa de la expresion neuronal y no neuronal de slo a la
arritmicidad comportamental se utiliz6 una delecion que remueve por completo los
promotores neuronales del canal, Co y C1. Esta linea fue aislada originalmente como una
mutacién en un gen contiguo conocido como Ash (absent, small or homeotic eyes) (Shearn
et al., 1971). Ni la funciéon de Ash ni los fenotipos que ocasiona su mutacion estan en
absoluto relacionados con la funcién del canal3; sin embargo, el hecho de que esta
mutacion remueva parte de su region promotora (Adamson y Shearn, 1996) hace de este
alelo, Ash28, una herramienta sumamente til para estudiar los efectos diferenciales de la

expresion de slo en distintos tejidos.

La presencia del promotor C2 y el intron que se encuentra rio abajo (FIGURA 1.6) ha
demostrado ser suficiente para la expresion del canal en musculo y traqueas (Brenner et al.,
1996;Brenner y Atkinson, 1996). Esta es la tnica region conservada en Ash28, y se
demostré que la expresion del canal obtenida a partir de los promotores conservados en
esta linea mutante es suficiente para rescatar un fenotipo comportamental asociado al
defecto muscular de slo4. Por el contrario, al analizar estas lineas en un paradigma
comportamental que pone en evidencia el defecto que provoca la falta del canal en sistema
nervioso, el desempefio de la linea Ash2'8/slo4 fue indistinguible del de slo4 (Atkinson et al.,

2000).

Dado que los experimentos mencionados demuestran que la linea Ash2:8/slo4 es una
herramienta sumamente til para determinar la contribucion de la expresion neuronal y no
neuronal de slo a distintos fenotipos comportamentales, se analizé su patrén de actividad
locomotora (FIGURA 1.7.A). Mientras que Ash28 en heterocigocis presenta un porcentaje
de ritmicidad similar al del control (FIGURA 1.7.C), Ash21/slo* no es significativamente
distinto de slo#. Si bien tanto el valor de FFT de esta linea como la proporcion de individuos
clasificados como débilmente ritmicos es mayor que en slo4+ homocigota, el porcentaje de
individuos con un patréon de ritmicidad normal es extremadamente bajo respecto del
control. Estos resultados demuestran que la expresion del canal a partir de sus promotores

musculares no es suficiente para rescatar la arritmicidad de slo.

13 Ash es uno de los miembros del grupo de genes Tritorax, y fue identificado en un screen genético donde se buscaban

mutaciones involucradas en discos imaginales en la larva (Adamson and Shearn, 1996).
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Figura 1.7.- La expresion de slo en SNC es necesaria y suficiente para rescatar la
arritmicidad del mutante nulo. Los experimentos se realizaron tal como se describe en
materiales y métodos. Las flechas indican el momento del pasaje a condiciones constantes (A)
Actogramas representativos de la linea Ash2'8 tanto en heterocigocis con la linea salvaje, CS, y
como en transheterocigocis con slo4. La expresion de slo en el transheterocigota a partir de sus
promotores no neuronales no es suficiente para rescatar la arritmicidad de slo4. (B) Actogramas
correspondientes a las lineas transgénicas, M131 y B52, que expresan las variantes de slo mas
comunes en tejido muscular y neuronal, respectivamente, en el background genético de slos.
(C) Porcentajes de ritmicidad en condiciones constantes. El ntimero de individuos analizados

se describe en la tabla 1.1.

Ademas de la diversidad que le otorga al locus slo la posibilidad de utilizar distintos
promotores especificos de tejido, posee una enorme cantidad de variantes alternativas de
procesamiento. Este procesamiento diferencial del gen afecta principalmente el extremo
carboxiterminal de la proteina, el cual se ha involucrado en la sensibilidad a los niveles de
calcio intracelular (Schreiber et al., 1999). Ademas, provee a la célula de un modo de
expresar canales con un ajuste fino a sus necesidades especificas y se ha mostrado que
afecta la conductancia, sensibilidad a calcio y distribucion de los sitios de fosforilacion
(Lagrutta et al., 1994). En mamiferos, se ha demostrado que el procesamiento alternativo de
slo-1 estd regulado en respuesta a stress u hormonas (Erxleben et al., 2002;Lovell y
McCobb, 2001;Xie y McCobb, 1998).
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En Drosophila, se ha demostrado que slowpoke tiene al menos cinco sitios de
procesamiento diferencial del mRNA (Adelman et al., 1992;Atkinson et al., 1991;Atkinson et
al., 1998;Chang et al., 2000;Lagrutta et al., 1994) dando potencialmente origen a 1536
polipéptidos distintos, de las cuales s6lo se han identificado 132 variantes especificas de
tejido (Yu y Atkinson, datos no publicados), y la utilizacion diferencial de muchas de esas

variantes en distintos momentos del desarrollo (Yu et al., 2006).

A partir de las distintas variantes se generaron en el laboratorio de Nigel Atkinson
(Atkinson et al., 1998;Brenner et al., 2000) dos lineas transgénicas que expresan las
variantes de procesamiento de ARNm mas comunes en tejido neuronal y muscular. Estas
lineas, denominadas B52 y M131 respectivamente, difieren en los sitios de edicion
alternativa 3,4 y 5 (FIGURA 1.8)4. Estos cambios alteran 64 aminoacidos de los
aproximadamente 1.200 que tiene la proteina. Todos ellos se encuentran en el extremo

carboxi terminal, cercanos al sensor de calcio putativo (Wei et al., 1994).

I
SO S1 S2 S3 S4 S5 S6 I
I
AL |
exon C3 H I
CO ClClby C2 <€—— exones alternativos —3 I
Clc I
I
sitio 1 sitio 2 sitio 3 sitio 4  sitio 5

Figura 1.8.- Mapa de splicing de slowpoke. La gran diversidad del canal slo proviene de sus
multiples posibilidades de splicing alternativo. Los cuadros blancos y azules representan exones
utilizados en todas las variantes de ARNm. Los cuadros negros son exones alternativos que provienen de
un uso diferencial de los promotores, tal como se muestra en la figura 1.5. (exones Co, C1, Cib, Cicy C2)
o de splicing alternativo (axones en los sitios 1,2,3,4 y 5), La linea punteada en el sitio 4 representa 11
distintos patrones de splicing producidos por combinaciones de seis exones pequefios. Los cuadros en
azul representan regiones en las que no ocurre splicing alternativo pero cuyo nimero exacto de exones no
esta determinado con certeza. Las lineas conectivas representan patrones de splicing. Los rotulos S1 a S6

indican areas que codifican para dominios transmembrana putativos (adaptado de Atkinson et al. 2000)

14 Ademas, la linea B52 es una fusion entre el cDNA que codifica para la variante neuronal de slo rio abajo de un promotor que
puede ser inducido por temperatura (Hsp70) mientras que la linea M131 es una construccion en la que el cDNA de la variante

muscular del canal fue clonado rio abajo del promotor completo de slo (Chang et al., 2000).
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Registros electrofisiologicos en musculo de vuelo muestran que mientras que la expresion
de la variante muscular del canal es capaz de complementar el fenotipo de slo4
(ensanchamiento del potencial de accion evocado en musculo de vuelo) para todas las
frecuencias de estimulacién, la expresion de la variante neuronal sblo puede
complementarlo para frecuencias muy bajas (Brenner et al., 2000). Ademas, se encontrd
que unicamente M131, y no B52, es capaz de rescatar el fenotipo (Atkinson et al.,
1998;Brenner et al., 2000), lo cual es consistente con la falta de funcién de este canal en

forma especifica de tejido (en este caso, muasculo).

Al analizar estas lineas en actividad locomotora se encontré que soélo la linea B52, que
expresa la version neuronal de slo, es capaz de rescatar la arritmicidad de slo4. Los
actogramas de B52 y M131 revelan que el defecto comportamental de slot persiste al
restaurar a esta linea la expresion de la version muscular, tanto en LO como en OO (FIGURA
1.1.B). La expresion de la version neuronal, por el contrario, es suficiente para
complementar el fenotipo. Mientras que su porcentaje de ritmicidad en OO no es
significativamente distinto del de la linea control, el de la linea M131 es tan bajo como el de

slo* (FIGURA 1.8).

La observacion de que la expresion de la variante de splicing muscular del canal no logra
complementar el defecto apoya, junto al resultado obtenido con la linea Ash218/slo4, la
nocion de que la expresion de slo en misculo no contribuye al fenotipo comportamental.
Ademas, la ritmicidad de la linea B52 demuestra que la expresion de la variante del canal
mas comuin en sistema nervioso es suficiente para restaurar la arritmicidad

comportamental del mutante en slo.

1.4.- El ritmo de emergencia del pupario también esta afectado en slo4.

Ademés de la actividad locomotora, la tnica otra manifestacion comportamental
importante del reloj circadiano en Drosophila es la ecdisis -eclosion del adulto-. Aunque
esto sucede una sola vez en la vida de un individuo, los miltiples eventos que ocurren a lo

largo de los dias en una poblacion son considerados un ritmo (Skopik y Pittendrigh, 1967).
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Los primeros experimentos que describen este comportamiento fueron reportados hace
mas de cuarenta anos, y se realizaban manualmente. Aunque actualmente en algunos
trabajos todavia se utiliza este método, existe un sistema automatizado para monitorear el
ritmo de eclosion que se basa en un mecanismo similar al de actividad locomotora (ver
materiales y métodos). Se sabe que el ritmo de eclosion de una linea silvestre también tiene
un periodo cercano a 24 horas, y que la mayor parte de los eventos ocurre durante el dia (o
el dia subjetivo). Se considera que la fase del ciclo circadiano en la cual las células
marcapasos reciben un estimulo determina en momento de la eclosion®s (Pittendrigh y
Skopik, 1970). En Drosophila, la estructura que esta involucrada en este comportamiento es

la glandula protoracica (PG).

Ademas de que mantiene un periodo circadiano en condiciones constantes, el ritmo de
eclosion desaparece en ausencia de un oscilador circadiano funcional, como es el caso de los
mutantes en los genes canénicos del reloj per (Konopka y Benzer, 1971) o tim (Sehgal et al.,
1994). Por otra parte, las moscas disconnected, que carecen en su mayoria de las neuronas
laterales ventrales, también son arritmicas en eclosién (Dushay et al., 1989;Helfrich-
Forster, 1998), aunque la presencia de estas células no es suficiente para generar ritmicidad

en este comportamiento'® (Dushay et al., 1989).

Dado el severo fenotipo que presenta la linea slo4 en actividad locomotora, se estudio la
posibilidad de que también el ritmo de eclosion estuviera afectado por esta mutacion
(existen mutaciones que afectan diferencialmente las salidas del reloj, como la linea ebony,
que es arritmica en actividad locomotora pero ritmica en eclosion (Newby y Jackson, 1991),

o lark, que tiene el fenotipo opuesto). Para ello se sincronizaron los adultos en ciclos de LO

15 -El modelo propuesto originalmente (Pittendrigh, 1954) consistia en dos osciladores; uno que funciona como marcapasos, el
oscilador “A”, compensado para temperatura y sincronizable por luz, y otro, el oscilador “B” que es controlado por A y no es
compensado para temperatura ni sincronizable por luz. El oscilador B mantendria una relacién de fase estable con el ambiente
porque estaria controlado por el oscilador A, que si es sensible a la luz y capaz de sincronizarlo. Es la fase del oscilador B la que en
dltima instancia controlaria el momento de la eclosi6n

16- Sin embargo, son necesarias, ya que tanto la sobreexpresion del gen pro apoptético hid bajo el promotor del neuropéptido pdf,
que se expresa especificamente en las LNvs, como una mutacién nula en este neuropéptido, provocan arritmicidad en actividad
locomotora y eclosion (Myers et al., 2003). Este conjunto de datos dio origen a un modelo muy similar al propuesto por
Pittendrigh, donde el oscilador A serian las NLvps y el oscilador B seria la PG. Otros osciladores “periféricos”, como los
presentes en las antenas (Krishnan et al., 1999) o los tibulos de Malpighi (Giebultowicz et al., 2000;Hege et al., 1997) ,
no dependen de la funcion de las sLNvs. Por otro lado, existen evidencias anatomicas que sugieren que los axones de las

NLvps inervarian indirectamente la PG (Siegmund and Korge, 2001).
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durante una semana, y luego colocamos prepupas, pupas y larvas de tercer estadio (ANEXO
2) en los monitores de eclosion, en oscuridad constante. Esto permitio registrar el patrén de
eclosion durante cinco dias, intervalo minimo de tiempo necesario para poder obtener un

periodograma mediante el software comercial clocklab (ver materiales y métodos).
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Figura 1.9- El ritmo de eclosién también esta alterado en slo4. Pupas y larvas de tercer
estadio sincronizadas desde estadios embrionarios fueron colocadas en monitores de eclosién (ver
materiales y métodos) durante el Gltimo dia del ciclo de LO, a 25°C, e inmediatamente transferidas
a condiciones constantes, donde se monitoreo el patrén de eclosién durante cuatro dias. Los datos se
obtienen cada 30 minutos. Los experimentos fueron repetidos entre 3 y 5 veces, y en cada caso se
monitorearon entre 300 y 400 individuos. Los graficos muestran patrones de eclosion de un
experimento representativo para las lineas CS y slo4. Las barras grises indican la fase de la noche
subjetiva, las blancas la fase del dia subjetivo. Los periodogramas se obtienen por un anélisis de Chi

cuadrado, mediante el software clocklab.

El patrén de eclosion obtenido para cada genotipo revela que mientras que la linea control
eclosiona durante las primeras horas del dia subjetivo durante todos los dias que dur6 el
experimento, las moscas mutantes en slo presentan un patrén sumamente irregular
(FIGURA 1.9). Si bien durante el primer dia en OO parecen salir en las primeras horas, el

resultado global es que son arritmicas. Mientras que para CS el periodo que se obtiene es
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similar al de actividad locomotora (FIGURA 1.9.C), en el caso de slo4 el programa no puede

detectar ningtn periodo asociado al patrén de eclosion.

Estos resultados demuestran que el ritmo de eclosién también esta alterado en ausencia de
slo. El que esta mutacion afecte las dos manifestaciones comportamentales mas
importantes del reloj circadiano sugiere que el defecto probablemente ocurra a nivel de las

oscilaciones moleculares.
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CAPITULO 2.- La mutacién en slo afecta diferencialmente los osciladores circadianos.

En el capitulo anterior se describié el efecto de la mutacion en slo sobre las dos
manifestaciones comportamentales méas importantes del reloj circadiano en
Drosophila, la ritmicidad en actividad locomotora y eclosién. En general, cuando se
identifica una linea que presenta el severo grado de arritmicidad que se observa en
slo4, se trata de una mutacién en uno de los genes que componen la maquinaria
molecular del reloj7, por lo que la causa de las alteraciones comportamentales es la
incapacidad por parte de las neuronas marcapasos de mantener las oscilaciones

moleculares en condiciones constantes.

Si bien es precisamente la capacidad de sostener la ritmicidad en condiciones
constantes lo que es caracteristico de la presencia de un reloj funcional, es posible
identificar en ciclos de luz y oscuridad las manifestaciones de los distintos osciladores.
Como se describi6 en la introduccién general, el comportamiento de Drosophila bajo
ciclos de LO es la resultante de la respuesta directa a la luz mas el efecto del reloj
circadiano. La capacidad de responder a las transiciones de oscuridad a luz y de luz a
oscuridad depende fundamentalmente de la integridad de las estructuras de
fotopercepcion (Rieger et al., 2003), mientras que la capacidad de anticipar estas

transiciones es inherente al funcionamiento de los osciladores circadianos.

Los experimentos que se describen en este capitulo tienen como objetivo determinar a
que nivel se encuentra el defecto que provoca la ausencia de slo en la integridad de los

osciladores circadianos.

7. Sin embargo, se han encontrado mutantes arritmicos donde lo que esta afectado no es el reloj molecular sino la
salida de informacién desde el reloj (Dockendorff et al., 2002;Williams et al., 2001) . El problema es que en algunos de
estos casos se miraron las oscilaciones en la cabeza entera, y esto no permite distinguir especificamente cuales de los
osciladores que componen las mas de 100 neuronas marcapasos del cerebro siguen funcionando y cuales no. Un claro
caso de desacoplamiento entre lo que ocurre a nivel de la cabeza entera y del reloj central es el mutante en cry (Emery
et al.,, 2000a;Emery et al., 2000b;Stanewsky et al., 1998). Estas moscas son ritmicas en actividad locomotora, pero
cuando se estudiaron las oscilaciones de per y tim mediante western blots en cabezas se encontr6 que estaban
alteradas. Sin embargo, las oscilaciones moleculares en las NLvps estaban en fase, y eso result6 ser suficiente para el

control de la ritmicidad comportamental.
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PARTE I.- El funcionamiento del reloj molecular no esta alterado en ausencia de slo

2.1.- La mutacion en slo no afecta al oscilador M.

La hipétesis méas plausible ante una mutacion que genera el severo grado de
arritmicidad comportamental que presenta slo4 es que ésta altera el funcionamiento
de las células marcapasos. En particular, de las NLvps, el oscilador M, cuyo
funcionamiento adecuado es esencial para la ritmicidad en condiciones constantes.
Para determinar si las oscilaciones moleculares en estas células estan preservadas en
slo4, se analiz6 el patron temporal de localizacion subcelular de PER y TIM a lo largo
del tercer dia después de que las moscas fueran transferidas a condiciones constantes.
En la figura 2.1.A se muestra un esquema del disefio experimental. Las horas
transcurridas durante el ciclo de LO se indican como ZT (tiempo dado por el
sincronizador ambiental, Zeitgeber time) y las horas transcurridas desde el inicio del
dia subjetivo —el momento en que se hubiera encendido la luz de haber estado atin en

LO- como CT (tiempo circadiano, circadian time):s,

Dado que tal como se describi6 en la introduccion existen varios cientos de células en
el cerebro del adulto que expresan per y tim, se realiz6 una doble tincion con un
anticuerpo especifico para el neuropéptido PDF para identificar univocamente las

NLvs. Este neuropéptido se expresa inicamente en dos de los grupos de neuronas del

18-En esta figura y en todos los experimentos posteriores de curso temporal en OO se utiliza la nomenclatura ZT/CT
para referirse a la cantidad de horas desde el inicio del dia. En este sentido corresponde hacer algunas aclaraciones:
mientras que en LO el tiempo esta dado indefectiblemente por la fase del Zeitgeber, en condiciones constantes se hace
referencia a un tiempo “interno” y por eso éste deberia normalizarse al periodo endbgeno de cada uno de los genotipos.
“CT5” no representa el mismo momento para una linea con un periodo endégeno de 24 horas que para una linea con
un periodo de 21 horas, y logicamente esta diferencia aumenta a medida que pasan los dias en OO. En el caso de slo4,
como en toda linea arritmica, no corresponderia la utilizaciéon de la nomenclatura CT dado que no existe un periodo
endo6geno respecto del cual normalizar la actividad. Por razones de simplicidad en la representacion de las figuras se
conserv) esta nomenclatura, pero es importante tener en cuenta que en realidad corresponde a cantidad de horas
transcurridas en OO. De este modo, el tiempo “CT0” para el tercer dia en OO representa en realidad que para cada

genotipo transcurrieron 72 horas desde la Gltima vez que se encendio la luz.
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circuito circadiano®: las neuronas laterales ventrales pequefias (LNvps) y las
neuronas laterales ventrales grandes (LNvgs) (FIGURA 2.1.B). A su vez, éstas pueden
distinguirse entre si por su tamano, forma, y la posiciéon de sus somas. En los casos en
los que se estudié simultdineamente el perfil de PER y TIM se utiliz6 un anticuerpo
especifico contra PAP, el pro péptido que da origen a PDF mediante el clivaje de su
extremo amino terminal. Ambos péptidos se expresan en las mismas células2°, y sélo
difieren levemente en su localizacion en el citoplasma, mas discontinua en el caso de
PAP.

LO

<
<
<
<

(0]0)

Figura 2.1.- Esquema de los experimentos de curso temporal. (A) Representacién esquematica
de los experimentos de curso temporal. Moscas jovenes (0-5 dias) se sincronizan en ciclos de LO durante
5 dias y luego se transfieren a condiciones constantes. Las barras blancas corresponden al dia, las negras
a la noche, las grises al dia subjetivo y las negras a la noche subjetiva. Las flechas indican los tiempos en
los que las muestras se obtienen. (B) El anticuerpo contra el neuropéptido PDF se utiliza para identificar
especificamente a las NLvs dentro de las mas de 100 neuronas que expresan los genes del reloj en el
cerebro del adulto. La imagen corresponde a un cerebro de un individuo silvestre (y w) que fue disecado
al final de la noche (ZT 23) luego de 4 dias de entrenamiento en LO. Mientras en ésta condicién PER
(sefial verde) puede detectarse en todos los grupos de neuronas del circuito circadiano, LNvs grandes y

pequeiias, NLds, ND1,2, y 3, PDF solo se detecta en las NLvs (sehal roja).

19- En realidad, PDF también se expresa en un grupo de neuronas en el tritocerebro que envian sus proyecciones a lo
largo de la linea media hacia la pars intercerebralis, pero en estas células no se ha detectado expresion de ninguno de
los genes candnicos del reloj.

20- PAP es el pro péptido que da origen a PDF, y ambos anticuerpos han sido usados indistintamente para marcar este

circuito.
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Al analizar las oscilaciones moleculares no se detectaron diferencias en cuanto a la
localizacion subcelular de PER ni de TIM entre slo4 y la linea control (FIGURA 2.2.A).
Tipicamente, PER se encuentra exclusivamente localizada en el nicleo en CT5 y su
intensidad comienza a disminuir hacia CT11, el final del dia subjetivo. En CT17 se
localiza predominantemente en el citoplasma, y finalmente se vuelve a encontrar
exclusivamente en el ntcleo en CT23. En el caso de TIM, como su degradacion ocurre
mucho mas rapidamente que la de PER, no se detecta senal atn en CT52. Para los
puntos de la noche subjetiva el patron de localizacion subcelular de TIM fue muy
similar al de PER; citoplasmatico en CT17 y exclusivamente nuclear en CT23. Este
experimento fue repetido entre 3 y 7 veces, con resolucion temporal igual o mayor a la

que se muestra en la figura 2.2 (6 horas), con idénticos resultados.

Para corroborar la observacion cualitativa de que no existian diferencias entre CS y
slo4 en cuanto a la localizacion subcelular de las proteinas del reloj, se cuantifico entre
la intensidad de la sefial nuclear respecto de la citoplasméatica para cada uno de los
puntos del experimento anterior, utilizando el sofware Image J. Para esto se
promediaron los cocientes N/C para cada una de las NLvps para cada cerebro, y se
promedio el valor obtenido para todos los cerebros de cada genotipo para cada uno de
los tiempos analizados (ver materiales y métodos). Esto permitié confirmar que las
oscilaciones en el patrén temporal de expresion tanto de PER como de TIM en el
tercer dia de OO entre slo4 y la linea control no son significativamente diferentes
(FIGURAS 2.2.ByC).

21- En condiciones de luz y oscuridad se sabe que TIM es degradado mediante su interacciéon con el criptocromo de luz
azul, CRY (Ceriani et al., 1999;Emery et al., 2000b;Ivanchenko et al., 2001), pero se desconocen los mecanismos que
median su degradaciéon en OO. Mientras que en presencia de luz TIM se degrada en 15 minutos, en OO recién

desaparece alrededor de CT2.

67



Resultados

CT 17

CT 23

slo4

pro PDF

-

=] o
2 2
T 5 PER € 25 TIM
8 8
5 ! +CS g 2 ;
3 3 3 15 -+CS
= 4 =
8 2 ~+-slo g1 % _slo?
S 1 S 05
= =
g 0 g 0 A : : : ‘
=] 5 11 17 23 k] 5 11 17 23
£ £
tiempo circadiano (CT) tiempo circadiano (CT)

Figura 2.2.- Las oscilaciones moleculares en las principales neuronas marcapasos
no estan afectadas en slo4. Moscas recién eclosionadas (0-5 dias) fueron sincronizadas en
LO y las muestras fueron tomadas en el tercer dia en condiciones constantes. Un minimo de 12
cerebros se analiz6 por punto y por genotipo. (A) Imagenes representativas obtenidas mediante
microscopia confocal de cerebros en los que se realizé6 inmunohistoquimica para evaluar el
patrén de distribucion de TIM (rojo) o PER (verde) en los puntos CT5, CT11, CT17 y CT23. PAP
(pro PDF, senal gris) se utiliz6 como marcador para identificar univocamente las NLvs en los
cerebros de moscas CS (panel izquierdo) y slo4 (panel derecho). Los experimentos se repitieron
de 3 a 5 veces con idénticos resultados. (B-C) Cuantificacion de la localizacion
nuclear/citoplasmatica de las proteinas PER (B) y TIM (C) en CC y slo4. Las barras indican el
error estandar. No se encontraron diferencias significativas entre ambos genotipos (ANOVA, p

>0.05). Los detalles de la cuantificacion se describen en materiales y métodos.
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2.2.- La sincronizacion bilateral no esta afectada en slo4

Si bien el rol del otro grupo de células del sistema circadiano que expresan PDF, las
neuronas laterales ventrales grandes (NLvgs), no esta claramente establecido,
evidencias anatomicas sugieren que podrian estar involucradas en la sincronizaci6on
bilateral, dado que estas células envian sus axones contralateralmente hacia el 16bulo
optico del hemisferio opuesto (Helfrich-Forster, 2005). A partir de la observacion de
que los axones provenientes de las NLvgs de cada hemisferio potencialmente
contactan las NLvps (FIGURA 2.1.B) se ha sugerido que podrian contribuir a la
senalizacién que permite mantener a este tltimo cluster oscilando en fase. Ademas, se
ha reportado que las NLvgs también expresan el receptor putativo de PDF, aunque

existen divergencias en este sentido=2.

Por otro lado, en la linea mutante en el gen sine oculis (so) se observan alteraciones
severas en las proyecciones contralaterales de las NLvgs, y estas moscas son
arritmicas en actividad locomotora (Helfrich-Forster y Homberg, 1993).
Llamativamente, incluso en algunos casos se produce una disociacion en la
consolidacion de la actividad denominada splitting, que podria explicarse a partir de
una alteracién en el acoplamiento entre los osciladores presentes en cada hemisferio
(Dushay et al., 1989;Helfrich C, 1986). Sin embargo, en general se considera que las
NLvgs no tienen un rol relevante en la ritmicidad comportamental en condiciones
constantes, ya que ésta no se ve afectada por la sobreexpresion de genes apoptoticos
en estas células y la expresion de per en las NLvps en el background del mutante nulo
es suficiente para rescatar la ritmicidad en actividad locomotora2s (Grima et al.,
2004). Respecto de las oscilaciones moleculares, en distintos trabajos se ha reportado

que en estas células no existen variaciones temporales en cuanto a la localizacion

22- En 2005 tres articulos reportaron simultaneamente la identificaciéon del gen que codifica para el receptor de PDF,
pero los datos obtenidos con los distintos anticuerpos utilizados fueron disimiles (Hyun et al., 2005;Lear et al.,
2005b;Mertens et al., 2005). Hyun et al. (2005) y Mertens et al. (2005) encontraron colocalizacién entre PDFR y
estructuras circadianas, pero sélo el primer grupo report6 la expresiéon de PDRF en las NLvgs.

23- Ademas, los efectos de las mutaciones en Clock y cycle en los niveles de ARNm de pdf (las NLvps son indetectables
tanto con un anticuerpo especifico contra PDF como mediante hibridizacién in situ con una sonda especifica en estos

mutantes) se ven en las neuronas ventrales pequefias pero no en las grandes (Park et al., 2000).
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subcelular de PER ni de TIM en OO (Shafer et al., 2002;Yang y Sehgal, 2001), aunque
si en ciclos de LO (Shafer et al., 2002).

Para descartar la posibilidad de que una alteracion en el patréon de expresion de los
genes del reloj en estas células “desacoplara” los hemisferios cerebrales resultando en
los defectos comportamentales observados, se estudi6 el patrén de expresion de PER y
TIM en las NLvgs segin un analisis analogo al realizado en las NLvps. En este caso
tampoco se encontraron diferencias entre slo4y CS en la expresion de ninguna de estas
proteinas (FIGURA 2.3). En nuestros experimentos pudo detectarse una leve
oscilacion en cuanto a la intensidad de sehal de PER en ambas lineas, aunque esta
sefial se encontrd siempre en el nicleo, lo cual es consistente con lo reportado por

Shafer et al. (2002).

CT5 CT11 CT 17 CT 23 CT5 CT11 CT17 CT 23

slo4

Figura 2.3.- El patrén de distribuciéon de PER y TIM en las NLvgs no esta alterado
en slo4. El experimento fue realizado segin se describe en la figura 2.2.A. Un minimo de 12
cerebros se analiz6 por punto y por genotipo. Imagenes representativas obtenidas mediante
microscopia confocal de cerebros en los que se realizd inmunohistoquimica para evaluar el
patrén de distribucion de TIM (rojo) o PER (verde) en los puntos CT5, CT11, CT17 y CT23. PAP
(pro PDF, seiial azul) se utiliz6 como marcador. No se encontraron diferencias en el patron de

distribucion de PER ni de TIM en estas condiciones.

2.3.- Las oscilaciones moleculares persisten atin tras varios dias en libre curso.

El hecho de que a pesar de la arritmicidad comportamental de slo4 no se observaran
alteraciones en el funcionamiento del reloj sugeria que el defecto ocasionado por la

falta del canal podria encontrarse en la salida de informacién hacia las vias eferentes.
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Ademas, el hecho de que las oscilaciones tanto de PER como de TIM se encuentren en
la fase establecida por el Zeitgeber permite descartar un problema en la entrada de

informacion desde el ambiente hacia el reloj molecular.

En este sentido, una hipotesis a contrastar era que la alteraciéon en la salida del reloj
provocada por la ausencia del canal afectara la capacidad de las células de mantenerse
en fase a medida que pasaban los dias en ausencia de sincronizadores ambientales. A
partir de la observacion de que en un mutante nulo en pdf la sincronizacion de las
oscilaciones moleculares se pierde gradualmente se propuso que es necesaria una
salida apropiada de las NLvs para mantener a largo plazo la sincronizacion de las
oscilaciones en OO (Lin et al., 2004;Peng et al., 2003). En el mutante pdfo, las
oscilaciones moleculares de PER estan en fase durante los primeros dos dias en OO,
pero se van desincronizando a medida que pasan los dias y no es posible detectar

oscilaciones en DDg.

Para evaluar la posibilidad de que la mutaciéon en slo afectara paulatinamente la
sincronizacion de las oscilaciones moleculares se analiz6 la distribucion subcelular de
PER en las NLvps, pero esta vez a lo largo del octavo dia en condiciones constantes.
En este caso tampoco se encontraron diferencias entre el patréon de expresion

temporal de las proteinas del reloj entre slo4y CS (FIGURA 2.4).

CT5S CT11 CT 17 CT 23 CT5 CT11 CT 17 CT 23

Figura 2.4.- Las oscilaciones moleculares en las NLvps persisten en slo4 atn tras varios dias
en 00. Moscas recién eclosionadas (0-5 dias) fueron sincronizadas en LO y las muestras fueron tomadas
en el octavo dia luego de ser transferidas a condiciones constantes. Imagenes representativas obtenidas
mediante microscopia confocal de cerebros en los que se realizé6 inmunohistoquimica para evaluar el patrén
de distribucion de PER (verde) en los puntos CT5, CT11, CT17 y CT23 utilizando el anticuerpo anti PDF
(rojo) como marcador de las NLvs en los cerebros de moscas CS (panel izquierdo) y slo4 (panel derecho).

Los experimentos se repitieron 2 veces con idénticos resultados.
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En este caso no se detectaron las variaciones en la localizacion subcelular de PER
caracteristicas del segundo dia en OO, sino que la oscilacién se limit6 a la intensidad
de la senal. Esto puede deberse a una disminucién normal en la amplitud de las
oscilaciones en condiciones de OO avanzadas, o0 a que sea necesaria mayor resolucion
temporal para detectar este cambio en O09. De cualquier modo, los patrones
observados para CS y slo4 fueron idénticos, lo que permite descartar la posibilidad de
que la mutacion en slowpoke afecte gradualmente la capacidad de estas células de
mantener sus oscilaciones sincronicas. Nuevamente, como se ve en la figura 2.4, no se
encontraron células fuera de fase dentro de un mismo grupo, y tampoco

desincronizacion entre hemisferios (datos no mostrados).

Los resultados presentados en esta seccion demuestran que el funcionamiento de las
neuronas marcapasos que componen el oscilador M no esta afectado por la mutaciéon
en slo, y sugieren que los defectos comportamentales que esta mutaciéon genera se
deben a alteraciones en la salida de informacion desde el reloj hacia las vias eferentes

que permite el control de la ritmicidad comportamental.
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PARTE II- Las manifestaciones comportamentales de los osciladores M y E estan

afectadas diferencialmente.

En el primer capitulo de esta tesis, donde se discutieron los defectos
comportamentales ocasionados por la falta de slowpoke, se presentaron actogramas
representativos de slo4 donde podia observarse la desconsolidacion de la actividad en
condiciones constantes (FIGURA 1.1). Pero la inspeccién de estos actogramas también
revela que el comportamiento de esta linea durante el ciclo de LO dista de ser
semejante al del control. A simple vista se puede notar que las respuestas a las
transiciones de oscuridad a luz y de luz a oscuridad estan atenuadas y que la actividad
nocturna es mucho mas alta que la de las moscas silvestres. En esta seccion se
analizan las alteraciones que presenta slo4 en cuanto a la sincronizacion a ciclos de luz
y oscuridad, con el objetivo de distinguir con mayor resolucion a qué nivel se
encuentran los defectos que esta mutacion produce en la estructura del sistema

circadiano.

2.1.- La mutacion en slo impide la consolidacion de la actividad en la fase diurna.

Si bien mediante la inspeccion visual de los actogramas es posible detectar cuando
una linea presenta alteraciones comportamentales en ciclos de LO, para estudiar el
comportamiento poblacional de un genotipo habitualmente se utilizan graficos de
actividad promedio (average activity plots, AAPs). En este tipo de analisis se
promedia la actividad entre las horas de luz y las de oscuridad, lo cual pone de
manifiesto los “saltos” de actividad en respuesta a las transiciones de fase. Ademas,
permite observar los incrementos graduales en la actividad que reflejan las
anticipaciones de estas transiciones de fase, una propiedad importante a analizar para
evaluar el funcionamiento de los osciladores M y E, algo generalmente dificil de

evaluar a partir de los actogramas.
En la figura 2.5, donde se muestran los graficos de actividad promedio para las lineas

mutantes en slo, se puede ver mas claramente que la respuesta a la luz se encuentra

muy atenuada en slo4, y que su actividad nocturna es muy alta comparada con la de la
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linea control. En el caso del otro alelo mutante en slo, slo?, ocurre algo analogo a lo
descripto respecto del comportamiento en OO: se observan los mismos defectos que
en slo4 pero con menor severidad. La irregular consolidacion de la actividad en slo4
hace que resulte dificil determinar a partir de estos datos si existen o no
anticipaciones a las transiciones de fase24. El comportamiento de slo4 en LO es
llamativo, ya que contrariamente a lo que ocurre con su fenotipo en condiciones
constantes, no se asemeja en absoluto al que presentan los mutantes en los genes
canonicos del reloj. Tanto las lineas con mutaciones nulas en per como en tim y cycle
presentan respuestas normales a las transiciones de fase, aunque carecen
completamente de anticipacion a ninguna de estas transiciones. En estos casos, la
aparente ritmicidad en LO se debe al fenémeno de enmascaramiento, ya que se trata
simplemente de una respuesta directa a los cambios ambientales y no se relaciona con
el funcionamiento del reloj circadiano. El comportamiento de la linea Clkik es un
ejemplo de enmascaramiento paradojico (Mrosovsky, 1999) ya que su actividad se
consolida predominantemente durante la noche2s (Allada et al., 1998) (FIGURA 2.5).
El fenotipo de slo4 no se asemeja al de la linea control, pero tampoco a los de las
mutaciones en per, tim ni cyc, porque no es capaz de responder normalmente a la luz;
ni a CIki™k porque su actividad no est4 consolidada predominantemente a la noche. Es
un fenotipo intermedio, en el que la actividad parece distribuida indistintamente a lo
largo del dia, a excepcién del leve incremento provocado por el encendido de la luz. En
el caso de slo!, la distribucion de la actividad se parece mas a la de las moscas
silvestres: la respuesta a la luz es mas pronunciada, y aunque la actividad nocturna es
aun mas alta de lo normal no llega a los niveles de slo4, y se puede ver que la

consolidacion de la actividad es en las horas de luz.

24- En la tltima seccién de este capitulo se analizara esta posibilidad en el contexto de un paradigma de entrenamiento
diferente.

25- Enmascaramiento paraddjico: la luz suprime la actividad en un animal diurno o la estimula en uno nocturno.
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Figura 2.5.-Las mutantes en slo son arritmicas en ciclos de LO. Graficos de actividad
promedio durante los primeros cuatro dias del ciclo de LO de las lineas CS, slo4, slo* y Clkitk .
Cada bin de actividad esta normalizado a la actividad promedio de cada individuo para cada
uno de los dias del ciclo de entrenamiento. Las barras blancas representan los puntos de la
noche y las blancas los del dia. El grafico es el resultado del analisis de entre 30 y 50 individuos
por genotipo en un experimento representativo. Las flechas negras corresponden a las

respuestas directas a la luz y las rojas a las anticipaciones circadianas.

En capitulo anterior se demostr6 que tanto la expresion del canal a partir de sus
promotores neuronales como la expresion de la variante de splicing mas comtn en
sistema nervioso son suficientes para rescatar el fenotipo de slo4 en condiciones
constantes. Por lo tanto, se analizaron estas lineas en ciclos de LO para determinar si
la expresion del canal en sistema nervioso también era suficiente para rescatar los
defectos comportamentales en esta condiciéon. En la figura 2.6.A se muestran graficos
de actividad promedio representativos de las lineas B52, que expresa la variante
neuronal, y M131, que expresa la variante muscular. Mientras que M131 resulta
indistinguible de slo4en todos los experimentos realizados, B52 presenta un patrén de
actividad en LO similar al de las moscas silvestres. No solamente se restaura la
capacidad de respuesta directa a las transiciones de fase, sino también la anticipacion
tanto de la manana como de la noche. Ademaés, la consolidaciéon de la actividad

durante las horas de luz es comparable a la de la linea control.
Por otro lado, como puede verse en la figura 2.6.B, la combinacion alélica Ash218/slo4

presenta un rescate parcial del fenotipo: si bien el salto a la luz es mas pronunciado,

alcanzando casi los niveles normales, la actividad nocturna promedio es apenas menor
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a la diurna y no existe anticipacion de la mafiana. Sin embargo, el hecho de que
respondan mas normalmente a la luz provoca un incremento en la actividad en el
primer punto del dia seguido del decaimiento gradual como resultado del
acostumbramiento a la presencia de luz que otorga un aspecto general mucho mas
semejante al de la linea control2¢. La linea Ash2:® en heterocigocis presenta un
fenotipo similar al de la linea control tanto respecto de la consolidacién de su
actividad como de las anticipaciones y respuesta directa a las transiciones de fase
(FIGURA 2.6.B). Estos resultados permiten concluir que la expresion del canal en

sistema nervioso es suficiente para rescatar el fenotipo de slo4 en ciclos de LO.
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Figura 2.6.- La expresion del canal en sistema nervioso rescata la capacidad de
sincronizarse a ciclos de LO. Graficos de actividad promedio correspondientes a los
genotipos B52;slo4, M131;slo4, Ash218/+ y Ash218/slo4. Las flechas negras corresponden a las
respuestas directas a la luz y las rojas a las anticipaciones circadianas. Los graficos
corresponden a un experimento representativo, con un minimo de 16 individuos por genotipo.
Los patrones de actividad fueron similares en 4-6 experimentos independientes. (A) B52 y
M131, las lineas que expresan las versiones neuronal y muscular del canal, respectivamente, y
(B) Ash218 en heterocigocis y transheterocigocis con slo4, durante el promedio de cuatro dias
consecutivos en ciclos de luz y oscuridad. Las barras indican el desvio estandar. Los datos

fueron adquiridos cada 30 minutos.

26- El hecho de que tanto en esta linea como en slot se pueda observar la anticipacién de la noche se discutira en la

tercera seccion de este capitulo.
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Con respecto a los porcentajes de ritmicidad durante el ciclo de LO, la respuesta a la
luz es un factor importante ya que otorga una componente de periodicidad que
permite al software de analisis asignar un periodo de 24 horas. Como se discutio
anteriormente, una linea arritmica en OO pero que responde normalmente a las
transiciones parecera ritmica durante el ciclo de entrenamiento (LO) como resultado
del enmascaramiento de esa arritmicidad. En la tabla 1.1, donde se muestran los
porcentajes de ritmicidad durante en LO, se observa que no solamente la linea B52
tiene un porcentaje de ritmicidad comparable al del control sino que también la

combinacion alélica Ash218/slo4, por su rescate parcial de la respuesta a la luz.

Tanto en los graficos de actividad promedio (FIGURA 2.5) como en los actogramas
que se muestran en la figura 1.1 se ve que mientras que las moscas silvestres
practicamente no se mueven durante la noche, las mutantes en slo tienen una mayor
desconsolidacién de la actividad, y en el caso de slo4 se mueven casi constantemente.
Esto se ve con mayor claridad si se superponen ambos graficos como en la figura
2.7.A, donde se muestra el patron de actividad promedio para varios individuos de
cada genotipo durante tres dias consecutivos en LO. Para determinar si existen
diferencias significativas respecto de la distribucion de la actividad, se cuantifico la
sumatoria de la actividad diurna y nocturna de CS y slo4 relativa a la cantidad de
actividad para cada individuo (ver materiales y métodos). En la figura 2.7.B se
muestra la proporcién relativa de actividad en cada fase del ciclo. Mientras que la
actividad diurna de CS es mas del doble de su actividad nocturna, en slo4 la actividad
diurna y nocturna no son significativamente diferentes. Sin embargo, ambos valores si
son significativamente diferentes tanto del valor diurno como del nocturno de CS, lo
que indica que la actividad de linea slo4 no representa ninguna de las dos fases sino
que todo el tiempo exhibe valores de actividad intermedios. En el caso del mutante
Clkik, la actividad nocturna es significativamente mayor que la diurna, y ambos

valores también son significativamente diferentes de los caracteristicos de slo4.
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Figura 2.7.-Las mutantes en slo no consolidan su actividad en la fase diurna.
Anélisis de actividad durante el ciclo de LO de las lineas CS y slo4. Cada bin de actividad esta
normalizado a la actividad promedio de cada linea para cada dia del ciclo. En esta condicion se
ve que las moscas slo4 presentan un patrén de actividad irregular (A) Actividad promedio
durante tres dias consecutivos en LO (LO2 a LO5). Los recuadros blancos representan la fase
del dia y los grises la de la noche. El grafico es el resultado de entre 30 y 50 individuos en un
experimento representativo. (B) Cuantificaciéon de la actividad diurna y nocturna promedio
para cada genotipo. Las combinaciones de todos los valores resultaron significativamente

diferentes ( tres asteriscos, p<0.001), excepto los dos valores de slo4 entre si (p>0.05).

Para determinar si esta incapacidad de discriminar entre el dia y la noche observada
en slo4 era un defecto especifico de sincronizacién a los ciclos de LO o podia ser
extrapolable a otros paradigmas de entrenamiento se someti6o a esta linea a un
régimen de ciclos de temperatura. Se sabe que si bien la luz es el Zeitgeber mas
potente, los animales pueden entrenarse segun distintas claves ambientales,

dependiendo de la especie. En Drosophila, la temperatura es el segundo sincronizador
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mas importante, después de la luz>. De hecho las moscas pueden entrenarse con
ciclos de temperatura aun en condiciones de luz constante, donde el reloj
normalmente no es funcional (Boothroyd et al., 2007;Miyasako et al., 2007;Takeuchi
et al., 2007;Yoshii et al., 2005;Yoshii et al., 2007). En condiciones normales, los
organismos interpretan la fase de temperatura alta como dia y la de temperatura mas
baja como noche; en Drosophila, una diferencia de 3°C es suficiente para establecer la

dicotomia dia/noche y entrenar al reloj circadiano.

El patron de actividad de las moscas silvestres en ciclos de temperatura es distinto del
de ciclos de LO, ya que no anticipan las transiciones de fase ni presentan la tipica
disminucion de actividad en la mitad del dia, la siesta2s. Existe un incremento abrupto
en la actividad al subir la temperatura, y ésta se mantiene en niveles elevados
mientras dure la fase del dia. Una vez dejadas en condiciones constantes de oscuridad
y temperatura, la actividad se mantiene alta en el dia subjetivo, la fase del ciclo donde
la temperatura era mayor durante el ciclo de entrenamiento. Al graficar la actividad
promedio durante tres dias consecutivos en ciclos de 25°C / 20°C (FIGURA 2.8.A), se
puede ver que la linea slo4 presenta bajo entrenamiento por ciclos de temperatura un
fenotipo similar al de ciclos de LO: las moscas no consolidan su actividad en la fase del
dia sino que se mueven de manera casi constante. Si bien en algunos experimentos se
ven picos de actividad en la fase de dia, estos no siempre coinciden con el primer
momento de temperatura alta y la actividad es sumamente irregular. La linea control,
por el contrario, aumenta su actividad inmediatamente ante el incremento en la
temperatura, y ésta se distribuye de un modo homogéneamente alto en el dia y
homogéneamente bajo en la noche. Al cuantificar la actividad diurna y nocturna
respecto de la actividad total del mismo modo que en la figura 2.7.B, se ve que
nuevamente no hay diferencias significativas en la actividad de slo4 en cada fase
(FIGURA 2.8.B), mientras que en CS la actividad diurna es casi tres veces mas alta que

la nocturna (p < 0,001).

27-Cuando se entrenaron las moscas con claves contradictorias, superponiendo la informacién de luz con la de
temperatura, se pudo observar que la luz es una clave més fuerte ya que las moscas interpretan la fase de luz como dia,
a pesar de que en este paradigma sea la de temperatura més baja.

28- Esta disminucion de la actividad hacia la mitad de la fase de dia es caracteristica de los machos, ya que las hembras

se mueven de un modo més constante durante las horas de luz (Blau and Rothenfluh, 1999).

79



Resultados

A —— CS
slo*
: ol A /\,/\f'\’\ﬂ
] /\"\_/\/ \ L/\/—f\—/ \..

B [ diurna (25°C)
*kk nocturna (20°C
T m (20°C)
1,60
NS
=]
8120
=
51
®©
@ 080
©
e]
[
=]
£ 040
<
(8]
0,00

CS slo*

Figura 2.8.- La linea slo4 no consolida su actividad en la fase diurna bajo
entrenamiento por temperatura. Anlisis de actividad durante un ciclo de 12 hs a 25°C y
12 hs a 20°C, en oscuridad constante. Los recuadros blancos representan la fase de
temperatura alta, interpretada por las moscas como “dia” y los grises la fase de temperatura
baja, que es interprestada como “noche”. (A) Gréafico de actividad promedio de los primeros
tres dias del ciclo de entrenamiento por temperatura de las lineas CS y slo4. En este paradigma
de entrenamiento las moscas silvestres no exhiben la “siesta” tipica del ciclo de LO, y
consolidan su actividad de manera homogénea durante la fase diurna. (B) Cuantificaciéon de la
actividad “diurna” y “nocturna” promediada para la totalidad del ciclo de entrenamiento. Los
dos valores de slo4 no resultaron significativamente distintos entre si (tres asteriscos, p<0.001).

Se analizaron como minimo 8 individuos en cada experimento (de un total de 3 experimentos).

Respecto de la ritmicidad comportamental en este paradigma de entrenamiento, si
bien las moscas slo4 son levemente mas ritmicas durante el ciclo de temperatura que
durante el ciclo de LO, al ser dejadas en condiciones constantes su porcentaje de

arritmicidad es similar. El porcentaje de ritmicidad en condiciones constantes de la
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linea control demuestra que el entrenamiento del reloj bajo esta condicion es

comparable al obtenido mediante ciclos de entrenamiento estandar (TABLA 2.1).

Genotipo ciclode T 00 Periodo FFT
(hs)
n %R %R %DR  %AR
CSs 30 66,7 70 13,3 16,7 23.2 +0.24 0.079 £ 0.006
slo4 25 32 20 40 40 24.8 + 0.93 0.043 £ 0.003
Clkirk 7 71,4 0 28,6 71,4 - -

Tabla 2.1.- Porcentaje de ritmicidad en entrenamiento por temperatura. Moscas jovenes
(0-5 dias) fueron entrenadas en ciclos de temperatura (25°C/20°C) y posteriormente dejadas en

condiciones constantes a 20°C. Los valores de periodo se asignan s6lo a los individuos ritmicos.

Estos resultados demuestran que independientemente del Zeitgeber involucrado en el
entrenamiento, las moscas mutantes en slo no son capaces de consolidar su actividad
en la fase diurna. Tampoco muestran una preferencia por la fase nocturna, como es el
caso del CIki'k por lo que no representan un caso de enmascaramiento paraddjico.
Esta mutacion genera que las moscas se muevan en forma indistinta2® en cualquier

momento del ciclo, que no puedan distinguir el dia de la noche.

2.2.- En condiciones de fotoperiodo ampliado se evidencia la existencia del oscilador

E.

Como se mencioné anteriormente, a partir de los graficos de actividad promedio en
LO es dificil determinar si en la linea slo4 existen o no anticipaciones a las transiciones
de fase. Este dato es de especial importancia ya que pone en evidencia la existencia de

un reloj funcional: el oscilador M en el caso de la anticipacién de la manana y el

29-En mamiferos, se ha reportado que mutaciones en los canales BK producen ataxias y falta de coordinacién motora

(Hubner and Jentsch, 2002).
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oscilador E en el caso de la anticipacién de la noche. Si bien parece haber una leve
anticipacion de la noche, méas clara en algunos experimentos que en otros y con una
gran variabilidad entre individuos, muy rara vez los incrementos de actividad hacia el
final de la noche parecen coincidir con una anticipacion de la manana. En la linea slo?,
esto resulta bastante més claro que en slo4, ya que existe un incremento gradual en la
actividad a partir desde la mitad hacia el final del dia que representa la anticipaciéon de
la noche pero no se observa un comportamiento analogo en la actividad previa al
encendido de la luz (FIGURA 2.5).

Para determinar si era posible detectar con mayor claridad la anticipacion de la noche
en slo4, se sometio a esta linea a un entrenamiento estandar seguido de un paradigma
de entrenamiento bajo fotoperiodo ampliado. En esta condicion es posible separar las
respuestas directas a las transiciones de fase de las anticipaciones inherentes a la
funcion de los osciladores circadianos (Rieger et al., 2003). Para ello se somete a las
moscas a un régimen de LO de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad durante cinco
dias (8 a.m. a 8 p.m.) y luego se las transfiere a un ciclo de 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad (6 a.m. a 10 p.m.) (ver materiales y métodos). Luego de algunos dias bajo
este nuevo régimen las moscas salvajes logran reestrenarse3® y comienzan a anticipar
las nuevas transiciones de fase, antes de las 6 a.m. y de las 10 p.m. Sin embargo, los
primeros dos o tres dias del ciclo de fotoperiodo ampliado permiten separar los picos
circadianos de las respuestas directas a los cambios de luz y oscuridad, ya que el
entrenamiento previo del reloj provoca que las anticipaciones atin se produzcan en los

momentos en los que el cambio de fase se “espera”, alrededor de las 8 a.m. y 8 p.m.

30- K] tiempo necesario para el reentrenamiento a la nueva condicién depende de la intensidad de la luz.
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Figura 2.9- En condiciones de fotoperiodo ampliado se evidencia la anticipacién de la
noche en slo4. Graficos de actividad promedio obtenidos durante los primeros 3 dias bajo 16 hs de
luz: 8 hs de oscuridad luego de 6 dias de entrenamiento en LO 12:12. Las luces se encienden a las 6
a.m. y se apagan a las 10 p.m. (flechas negras). En la linea control se ve que en este paradigma de
entrenamiento aun persiste la anticipacion a las transiciones predichas en base al entrenamiento
anterior, cerca de las 8 a.m. y 8 p.m. Luego del cuarto dia en esta condicion las anticipaciones y las
respuestas directas a la luz se solapan (datos no mostrados). En las mutantes en slo es posible detectar
la anticipaciéon de al noche, especialmente en el caso de sloi. En el control negativo, clkik, no se
detectan anticipaciones en ninguno de los dos momentos del dia, y en este fotoperiodo es atin evidente

el enmascaramiento paradgéjico.

En la figura 2.9 se muestran los graficos de actividad promedio de CS, slo4, slo'y Clkik
durante los tres primeros dias luego de ser transferidos de LO 12:12 a LO 16:8.
Mientras que en la linea control se ven las anticipaciones de la manana y de la noche
alrededor de las 8 a.m. y 8 p.m. (indicadas con flechas rojas), en ninguno de los
mutantes en slo se ve la anticipacion de la manana. Sin embargo, ambos presentan el
incremento gradual de la actividad de cercano a las 8 p.m. (lo que era la anticipacion
de la noche en LO 12:12) muy leve en slo4 pero comparable al del control en slo. El
control negativo, Clki"k, muestra nuevamente la consolidacién nocturna de la actividad

y ninguna de las dos anticipaciones.

Esta capacidad de retener la anticipacion de la noche sblo es posible si la salida del
oscilador E es funcional aun en ausencia de slo. Ademas de esta manifestacion del
oscilador E, los graficos de la figura 2.9 muestran que el comportamiento de slo4 se
asemeja al de la linea control en ciclos de fotoperiodo ampliado que en LO estandar:

no s6lo la respuesta directa al encendido de las luces es mayor sino que la actividad
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diurna es significativamente mayor que la nocturna. Sin embargo, es posible que esta
diferencia se deba fundamentalmente al incremento de actividad debido al encendido

de la luz.

Por otro lado, la linea slo4 presenta un porcentaje de ritmicidad mayor en fotoperiodo
ampliado del que presenta en 12:12, aunque la ritmicidad al ser dejadas en
condiciones constantes es igualmente baja luego de cualquiera de los paradigmas de
entrenamiento (TABLA 2.2). Esta mayor capacidad de sincronizacion bajo condiciones
de fotoperiodo ampliado puede interpretarse en el contexto del modelo que postula
que el reloj circadiano es a la vez un reloj estacional, y que el oscilador M prevalece en
invierno, en la condicion de “dias cortos” y el oscilador E prevalece en verano, cuando
hay “dias largos” (Stoleru et al., 2007). Si la mutacioén en slo altera la salida del reloj
circadiano, como sugieren todos los experimentos presentados hasta el momento,
pero so6lo del oscilador M y no del E, cabe esperar que en una condiciéon ambiental en
la que este tltimo prevalece, el comportamiento de la linea slo4 sea mas semejante al

de las moscas silvestres.

Genotipo 12:12 16:8
n %R  %DR  %AR n %R  %DR  %AR
Cs 44 64,29 35,71 0 41 85,71 14,29 0
slo# 14 15,91 54,55 29,55 14 36,59 46,34 17,07
Clkirk 11 4545 4545 9,09 11 54,55 36,36 9,09

Tabla 2.2.- Porcentaje de ritmicidad en el paradigma de fotoperiodo ampliado. Moscas
jovenes (0-5 dias) fueron entrenadas en ciclos de luz: oscuridad estdndar (12h:12h) durante cinco
dias y posteriormente transferidos a un ciclo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad durante seis
dias. El encendido de la luz ocurre 2 horas antes y el apagado 2 horas después (6 a.m. y 10 p.m.,

respectivamente).
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Estos resultados demuestran que en condiciones de luz y oscuridad so6lo es posible
detectar en las lineas mutantes en slo la manifestacién comportamental del oscilador
E y no la del oscilador M. Esto apoya la hipétesis de que la salida de la informacion
del reloj estd afectada por esta mutaciéon, aunque el problema se encuentra
especificamente rio abajo de las NLvps. Esto impide la ritmicidad comportamental en
condiciones constantes sino también la apropiada consolidacion de la actividad

durante los ciclos de entrenamiento.
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PARTE 1III- Los grupos neuronales que componen el oscilador E estan

desincronizados en ausencia de claves ambientales.

En la seccion anterior se demostré que en ciclos de luz y oscuridad solo es posible
detectar en los mutantes en slo manifestaciones comportamentales del oscilador E
pero no del oscilador M. Sin embargo, en esta condicion ambiental, tanto en las
moscas silvestres como en slo4 todas las neuronas del sistema circadiano oscilan en
fase por accion de la luz sobre la degradacion de algunos de los componentes

fundamentales del reloj molecular (ANEXO 3).

Si la hipotesis de que la mutacion en slo4 afecta la salida de las NLvps fuera correcta,
las oscilaciones en las NLds y grupos dorsales en condiciones constantes deberian
estar alteradas ya que carecerian de las sefiales sincronizadoras necesarias para
mantenerse en fase. Los reportes previos sobre oscilaciones moleculares de algunos
de estos grupos neuronales en OO mostraron algunas divergencias respecto de la
cantidad de dias que las oscilaciones persisten en cada uno de ellos. En todos estos
trabajos se cuantifico la intensidad de senal de PER en lugar de las oscilaciones en su
localizacion subcelular, por lo cual no fue posible obtener un grado de resolucion
adecuado que permita comparar las oscilaciones moleculares en estas células con las

de las NLvps.

Para determinar si las oscilaciones moleculares en el resto de los osciladores del
cerebro seguian estando sincronizadas en slo4 en ausencia de claves ambientales se
realizaron curvas temporales en el tercer dia en OO. Dentro de los grupos neuronales
que componen el oscilador E se estudiaron los dos mas relevantes: las NLds y las ND1.
Para esto se realizo6 inmunohistoquimica en cerebros de adultos y se analizé la
localizacion subcelular de las proteinas del reloj de modo analogo a lo realizado en las
NLvps. Segtn lo reportado en la literatura, la sefial de TIM en las lineas silvestres es
baja durante el dia y alta durante la noche. La primera observacion que resultd
llamativa al analizar la sefal obtenida al estudiar los puntos CT2 y CT14 fue que
mientras en la linea control la sefial es practicamente indetectable en CT11 e intensa
en CT 23, segun los reportes previos, la intensidad de la sefial era constitutivamente

alta en slo4 (FIGURA 2.10.A). Para determinar con mayor resolucion cual era el
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defecto de esta linea (si en todas las células de un mismo grupo TIM se encontraba en
la misma localizacién subcelular en forma constitutiva, si se detectaban diferencias
entre células del mismo grupo o diferencias entre distintos grupos, etc.) se realizd una
curva de tiempo con una resolucion de 6 horas, utilizando un anticuerpo especifico
contra el factor de transcripcion ELAV como contratincion. Esta proteina se expresa
especificamente en el sistema nervioso, desde estadios embrionarios y permite
identificar con claridad todas las neuronas del cerebro de Drosophila. Dado que su
localizacion es constitutivamente nuclear, se utilizd su patrén de expresion para

discriminar entre senal nuclear, ubicua o citoplasmatica de TIM (FIGURA 2.10.B).

CTi1 CT23

HEN BEN+C []C

Cs

TIM

20 mm

slo#

superposicion

Figura 2.10.- La sefial de TIM en los osciladores dorsales es constitutivamente alta en
slo4. (A) Mediante inmunohistoquimica, cerebros de las lineas CS y slo4 fueron analizados en el
tercer dia en condiciones constantes para evaluar la sefial de TIM en los grupos de neuronas
dorsales en dos puntos antifasicos, CT11 y CT23. Magnificaciones de la regiéon dorsal de estos
genotipos mostrando cada uno de los clusters del reloj. Mientras que la sefial de TIM es casi
indetectable en el control en CT11, es similar en los dos puntos en slo4. (B) Imégenes representativas
de neuronas individuales donde se muestra la sefial del marcador nuclear ELAV. La sefial de TIM
(rojo) es clasificada como nuclear, ubicua o citoplasmética en funcién de su localizacion relativa

respecto de la localizacion de ELAV (gris).
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En primer lugar se estudio la sincronizacion de las NLds, de las que se sabe que si bien
su funcién es determinante en cuanto a la capacidad de anticipacion de la noche, son
prescindibles respecto de la ritmicidad comportamental en OO (Grima et al.,
2004;Stoleru et al., 2004). Sin embargo, las moscas que carecen no solo de las NLvps
sino también de las NLds son maéas arritmicas en OO que aquellas que carecen
solamente de las NLvps (Dushay et al., 1989;Renn et al., 1999). Las proyecciones
axonales de estas neuronas se dirigen hacia el protocerebro dorsal (Kaneko y Hall,
2000), aunque se ha reportado que también proyectan hacia la médula accesoria

ipsilateral (Stoleru et al., 2004) y contralateral (Helfrich-Forster et al., 2007).

Al analizar el patrén de localizacion subcelular de PER y TIM durante el tercer dia en
condiciones constantes, se pudo observar que mientras que la localizaciéon tanto de
PER como de TIM en la linea control presenta un patrén similar al de las NLvps, en
slo4 las oscilaciones en ambas proteinas estan completamente fuera de fase (FIGURA
2.11.A). En la linea CS la localizacion de PER es nuclear en CT5 y CTii,
predominantemente citoplasmatica en CT17 y nuclear nuevamente en CT23. En el
caso de TIM el patréon temporal es similar, aunque no se detecta sefial en CT5 y
generalmente tampoco en CT11, aunque en algunos casos se encontr6 una tenue sefial
citoplasmatica, lo que indica que hacia el final del dia subjetivo las proteinas
recientemente traducidas ya comienzan a acumularse gradualmente en el citoplasma.
En slo4, ambas sefiales son muy intensas en todos los puntos analizados, y, lo que es
aun mas llamativo, las distintas neuronas dentro de un mismo grupo se encuentran

desincronizadas.

Al cuantificar la localizacion de TIM para cada uno de estos puntos, utilizando la senal
de ELAV como marcador nuclear (ver materiales y métodos), se observd que para
cualquiera de los tiempos es posible encontrar en la linea slo4 neuronas donde la sefial
es nuclear, ubicua o citoplasmatica (FIGURA 2.11.B). El caso méas llamativo es el
punto CT11, donde mientras que en CS practicamente no se detecta senal de TIM (y la
poca que se detecta es citoplasmatica, como indica la cuantificacion), en slo4 la senal

es intensa y ademdas pueden encontrarse cerebros donde la sefial es citoplasmatica,
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ubicua e incluso nuclear. Si bien existe una pequena dispersién en el control, en
ningun caso de detect6 sefial nuclear de TIM ni en CT11 ni en CT17. En estos casos el
porcentaje menos representado suele corresponder a la categoria ubicuo y puede
atribuirse tanto a una dificultad técnica en la categorizacion debido a la baja
intensidad como a diferencias leves en la fase entre distintos individuos (el periodo
endogeno de esta linea es 23,7 horas, ver TABLA 1.1). Tanto en CT5 como en CT11y 17
se encuentra sefial de TIM en el citoplasma en slo4, y un porcentaje importante de
sefal ubicua. En el caso de CT23, en el 90% de las células de la linea control se detecta
la sefial de TIM localizada en el nucleo, y sélo en un pequeio porcentaje la sefal es
ubicua, pero en ningn caso se detecta PER en el citoplasma. En slo4, en cambio,

existe un 15 % de sefial citoplasmatica y mas del 70% de sefial deslocalizada.

localizacién subcelular de TIM
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Figura 2.11.- Las NLds, parte fundamental de oscilador E, estan fuera de fase en
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ausencia de slo. En el tercer dia de oscuridad constante, las NLds estdn desincronizadas en los
mutantes slo4. Moscas de las lineas CS, slo4 y B52H;slo4 fueron analizadas en CT5, CT11, CT17 y CT23
para evaluar la localizacion de PER (verde) y TIM (rojo). ELAV fue utilizado como marcador nuclear,
como se describe en materiales y métodos y en la figura 2.10.B. Los resultados fueron consistentes en
mas de 20 cerebros analizados para cada punto en 2-4 experimentos independientes. (A) Imagenes
representativas de cerebros de las lineas CS y slo4 para los cuatro puntos analizados (B) Resultados de
la cuantificacion de la localizacién de TIM para los tres genotipos en cada uno de los puntos. El detalle
de la cuantificacién se describe en la seccién de materiales y métodos. La expresion de la version
neuronal de slo es suficiente para rescatar la desincronizacién en la localizacion subcelular de TIM que
presenta el mutante slo4. Mientras que CS y Bs2H;slo4 resultan indistinguibles, slo4 es

significativamente distinta de ambas (analisis de X2 de la distribucién de frecuencias, p<0.001).
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Ademas, al realizar el mismo analisis en la linea B52, que expresa la variante neuronal
del canal y rescata la arritmicidad comportamental en LO y OO, se encontr6 que
también rescata las oscilaciones en las NLds. En la figura 2.11.B se puede ver que la
distribucion de la localizaciéon subcelular de TIM lo largo de la curva de tiempo es
similar a la de la linea control. El anélisis estadistico revela que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los patrones de oscilaciéon de B52 y CS, mientras

que slo4 es significativamente distinta de ambas.

A continuacién realizamos un experimento similar en el otro grupo importante de
neuronas que componen el oscilador E, las ND1. Se cree que estas células tienen un rol
importante en las vias de fotopercepcion, en la entrada de informacion al reloj, y que
expresan un fotopigmento independiente de CRY (Rieger et al., 2003). Se ha
reportado que envian sus proyecciones hacia el protocerebro dorsal y la médula
accesoria, en forma ipsilateral (Kaneko y Hall, 2000). Como en el caso de las LNds, se
encontr6 que son capaces de mantener las oscilaciones en la intensidad de sefal de
PER por varios dias en condiciones constantes (Klarsfeld et al., 2004;Veleri et al.,
2003;Veleri y Wulbeck, 2004), aunque tampoco se analizaron los cambios circadianos

en la localizacion subcelular de las proteinas del reloj en estas células.

El analisis de la localizacion subcelular de PER y TIM en las ND1 revela que en la linea
slo4 las oscilaciones moleculares desaparecen en condiciones constantes, en forma
analoga a lo que ocurre en las NLds (FIGURA 2.12.A). En este grupo también se
encontr6 que en la linea control las oscilaciones en la localizaciéon subcelular tanto de
PER como de TIM estan en fase con las NLvps. La cuantificacion de la localizacion
subcelular de TIM para cada uno de los puntos utilizando la sefial de ELAV como
marcador nuclear (en forma analoga a lo realizado en las NLds) revela que en este

grupo también se encuentra que la sefial de TIM esta deslocalizada (FIGURA 2.12.B.)
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Figura 2.12.- Las oscilaciones en las ND1 estan fuera de fase en slo4. Los experimentos (A) y
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las cuantificaciones (B) fueron realizados como se describe en la figura 2.11. Nuevamente, mientras
que CS y B52H;slo4 resultan indistinguibles, slo4 es significativamente distinta de ambas (analisis de X2
de la distribucion de frecuencias, p<0.001). En ambos casos los experimentos se hicieron por

triplicado y el ntimero de cerebros por genotipo y por punto fue entre 7y 21.

En cada uno de los tiempos es posible encontrar en slo4 sefial nuclear, ubicua o
citoplasmatica. Tal como ocurrié con el rescate de las oscilaciones moleculares en las
NLds por la expresion del canal en la linea B52, en este caso nuevamente se encontro

que esta linea presenta un patrén de oscilaciones comparable al del control.

Estos resultados apoyan la nocién de que los defectos en la transmisiéon de la
informacion desde las NLvs causados por la mutaciéon en slo impedirian que el resto
de los osciladores del cerebro pudiera mantener su sincronizacion en condiciones
constantes. El hecho de que no se detecte ningtn tipo de ritmicidad comportamental
asociada a la funcién del oscilador M, sumada a la observaciéon de que sus targets

inmediatos, los grupos neuronales que componen el oscilador E, estin
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desincronizados, apoya la nocién de que la salida del reloj circadiano hacia sus vias

eferentes es dependiente de la funcién de slo.
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CAPITULO 3.- El circuito PDF

En conjunto, todos los resultados presentados hasta el momento aportan evidencias a
favor de la hipétesis inicial, es decir, que los defectos comportamentales observados
en la linea slo4 se deben a alteraciones en la salida de informacién desde el oscilador
M. En este capitulo se describen los experimentos que se realizaron para comenzar a
elucidar los motivos por los cuales la falta del canal podria causar un defecto

semejante.

Contrariamente a lo que ocurre con la caracterizacion de los mecanismos bioquimicos
que subyacen a las oscilaciones moleculares (para una recopilacion detallada ver Hall,
2005), poco se sabe sobre el modo en que la informacion se propaga rio abajo de las
neuronas marcapasos. A pesar de los multiples intentos, hasta el momento no se ha
logrado identificar ningtin neurotransmisor que se exprese en las NLvps y pueda estar
involucrado en la potencial comunicacién con neuronas postsinapticas. Al marcar las
NLvps con una proteina de fusiéon entre GFP y synaptobrevina -proteina que se une a
las vesiculas sinépticas y posibilita su fusiéon a la membrana- se ve que la sefial esté
presente a lo largo de los axones pero especialmente localizada en la region mas distal
(datos no mostrados). Sin embargo, podria darse el caso de que las NLvps fueran
neuronas exclusivamente peptidérgicas y no hubiera ningin neurotransmisor

involucrado en el proceso de liberacion.

Dado que el tnico factor conocido que esta involucrado en la salida de las NLvps es el
neuropéptido PDF, se buscd determinar si la oscilacion descripta en cuanto a la
intensidad de su sefial en las terminales dorsales de las NLvps estaba preservada en el
mutante en slo, ya que defectos en la expresion o liberacion de PDF podrian dar

cuenta de la desincronizacion del oscilador E que se encontr6 en este mutante.
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PARTE I.- La senal de PDF esta disminuida en ausencia de slo.

En primer lugar, se buscé determinar si la expresion del neuropéptido PDF estaba
afectada en la linea slo4. Para ello se realiz6 inmunohistoquimica en cerebro de
moscas adultas, de entre 0 y 5 dias de edad, utilizando un anticuerpo especifico contra
PDF. Las moscas fueron entrenadas en ciclos de LO desde el momento de la ovipuesta
y los cerebros fueron disecados en las primeras horas a partir del encendido de la luz
(ZT2-4). En estos primeros experimentos el objetivo era determinar si existian
diferencias macroscépicas en la senal obtenida mediante el anticuerpo anti PDF entre
ambos genotipos, tales como en la intensidad de la senal o la cantidad o distribucion
de las neuronas marcadas. En este sentido, lo primero que llamoé la atencién fue la
ausencia completa de sefial en las neuritas que proyectan a lo largo de la linea media
en slo4 (FIGURA 3.1.A). Esta sefal no proviene de ninguno de los grupos de neuronas
laterales sino que corresponde a las proyecciones de un pequeiio grupo de células
ubicado en el tritocerebro que envian sus axones por la linea media hacia la pars

intercerebralis (PI).
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Figura 3.1.- Las sefial de PDF en la linea media
i esta ausente en slo4. (A) Imagenes representativas

obtenidas mediante inmunohistoquimica en cerebros

|_4

de moscas jovenes (0-3 dias) de las lineas CS y slo4
incubados con un anticuerpo especifico contra PDF.
50 (B) Cuantificaciéon del porcentaje de cerebros que
* presentan seflal de PDF en esta condicién. Se
25 analizaron entre 20 y 35 cerebros por genotitpo. slo4

resulta significativamente distinto de CS (ANOVA, p<

% de cerebros con sefial de PDF

en la linea media

0.005).

En tres experimentos independientes se cuantificé la cantidad de cerebros de cada
genotipo que exhibian esta sefial y se encontr6 que so6lo estaba presente en el 15% de
los individuos slo4 (FIGURA 3.1.B). En la linea control, en cambio, la sefial de PDF a lo
largo de la linea media se pudo detectar en practicamente la totalidad de los cerebros.
Sin embargo, se ha reportado que esta sefial esta presente sélo en los estadios pupales
tardios y los primeros 2-3 dias de vida del adulto (Helfrich-Forster, 1997). A partir del
momento de la eclosion desaparece gradualmente y se vuelve indetectable hacia los 4-
5 dias de edad, mientras que la ritmicidad en actividad locomotora en moscas
silvestres se mantiene por varios dias (de hecho resultados del laboratorio demuestran
que la ritmicidad en actividad locomotora se mantiene por mas de un mes, Carolina
Rezaval y MFC, en preparacion). Esto implica que dado que no es posible establecer

una correlacion directa entre la senal de PDF de la linea media y la ritmicidad
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comportamental, los defectos que ésta presenta en el mutante en slo no pueden dar
cuenta de su fenotipo en actividad locomotora. Una posibilidad es que, como se ha
sugerido (Helfrich-Forster, 1997;Helfrich-Forster, 2005;Helfrich-Forster y Homberg,
1993), la expresion de PDF en esta region esté relacionada con el ritmo de eclosion, lo
cual es consistente con que solo se observe en estadios pupales y los primeros dias de
la vida del adulto. El hecho de que la linea slo4 sea también arritmica en eclosi6on

apoya esta posibilidad.

Una vez descartada la posible relevancia de este defecto en el control de la ritmicidad
comportamental se analizd en mayor detalle la expresion de PDF en el resto del
circuito. No se detectaron alteraciones en cuanto a la morfologia ni a la localizaciéon de
los somas de las NLvs grandes ni de los de las pequefias. En general, sobre todo en el
caso de las NLvgs, existe una gran variabilidad en cuanto a su distribucion en la
médula anterior, pero esta variabilidad aparece tan representada en slo4 como en la
linea control. Respecto de las proyecciones contralaterales de estas neuronas, ni su
trayectoria ni las ramificaciones axonales que inervan el l6bulo 6ptico del hemisferio
opuesto parecen estar afectadas por la mutacion. Tampoco se observaron diferencias
en cuanto al grado de fasciculacién de estos axones o la intensidad de sefial de PDF a

lo largo del trayecto que recorren.

Sin embargo, al examinar la expresion de PDF en las proyecciones de las NLvps se
observa una llamativa diferencia en cuanto a la intensidad de la sefial en slo4 respecto
de la linea control (FIGURA 3.1.A). Es precisamente en estas terminales axonales
donde se ha reportado que la intensidad de PDF oscila, lo cual se atribuy6 a una
potencial regulaciéon de la acumulacion/liberacion de este neuropéptido por parte del
reloj circadiano3! (Park et al., 2000). Segun esta interpretacion, la alta senal de PDF
en las primeras horas del dia y del dia subjetivo se debe a que el neuropéptido esta
siendo acumulado en las terminales axonales, para luego ser liberado durante la noche
y la noche subjetiva. Esta oscilacion no se detecta en los mutantes del reloj, timo* y
peroy, lo cual apoya la nociéon de que es un fenémeno regulado circadianamente.

Mientras que en timo: la sefal es constitutivamente baja, semejante a la que presentan

31- No se detectaron oscilaciones de PDF a nivel de RNAm ni de proteina (Park and Hall, 1998) .
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las moscas silvestres durante la noche, en pere! es constitutivamente alta, remedando

la condicién diurna de la linea control.

En la figura 3.2 se muestran imagenes de mayor aumento de las terminales de las
NLvps en dos puntos antifasicos de LO y OO para cada uno de los genotipos. Para esto
las moscas fueron entrenadas en LO desde el momento de la ovipuesta, y se
eliminaron todos los adultos eclosionados con méas de 5 dias de anterioridad al
momento de realizar los experimentos. Los puntos tomados durante el ciclo de LO se
realizaron disecando los cerebros en el quinto dia de entrenamiento, mientras que los
puntos tomados en OO corresponden al segundo dia en condiciones constantes. En las
imagenes correspondientes a la linea CS se puede ver que la sefial es notablemente
mas intensa en los puntos ZT2 y CT2, y que ademéas presenta una distribucion
diferente entre los puntos diurnos (dia y dia subjetivo) y nocturnos (noche y noche

subjetiva).

Independientemente de la presencia o no de senal en la linea media (que como se
discutié anteriormente depende fundamentalmente de si los cerebros corresponden a
moscas con unos pocos dias de edad de diferencia) tanto la intensidad como la calidad
de la senal es diferente entre ZT2 y ZT14 y entre ZT2 y CT14, de acuerdo con lo
reportado para las moscas silvestres (Park et al., 2000). En el caso de slo4, la
intensidad de la sefial de PDF es constitutivamente baja, y se asemeja a la de la linea
control tanto en los puntos nocturnos. No se observaron diferencias cualitativas entre
los puntos diurnos y nocturnos en este mutante, como tampoco entre la senal
obtenida durante el ciclo de LO y la de OO.
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Figura 3.2.- La acumulacion de PDF esta alterada en ausencia de slo. Inmunohistoquimica

en cerebros de moscas jovenes (0-3 dias) de las lineas CS y slo4 durante el segundo dia en condiciones
constantes, revelando las diferencias en la sefial de PDF en las terminales dorsales de las NLvps. Los
experimentos se repitieron 3 veces con idénticos resultados. Los recuadros interiores indican las areas

sobre las que se realizo la cuantificacién mostrada en la figura 3.3.

Para determinar si las diferencias observadas en la intensidad de la sefal de PDF
entre CS y slo4 eran estadisticamente significativas, se cuantifico utilizando el
software Image J. Para esto se establecieron areas equivalentes a partir del primer
punto de ramificacion (Nitabach et al., 2005) (ver materiales y métodos) y se
cuantificaron los pixeles obtenidos por unidad de area. En la figura 3.3.A y B se
muestran los resultados obtenidos para las cuantificaciones realizadas en los
experimentos de LO y OO. Llamativamente, la cuantificaciéon de los puntos de LO
revela que tanto en CS como en slo4 la intensidad de la sefal en ZT2 es
aproximadamente el doble de la obtenida en ZT14, y en ambos casos esta diferencia
result6 ser estadisticamente significativa. Este resultado es sorprendente ya que lo que
se observa en las imagenes es que la seial de PDF en el mutante en slo es muy similar
en todos los puntos. Sin embargo, como se discutira mas adelante, en muchos casos lo
que ocurre es que en ZT2, si bien la senal de PDF es intensa, el circuito se ve muy poco
ramificado en comparacion con lo observado en la linea control. Esta sefal
“compacta” de PDF resulta generalmente en cuantificaciones de valores muy altos, en

algunos casos incluso superiores a los del control.
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En condiciones constantes, sin embargo, mientras que la oscilaciéon en la intensidad
de la senal prevalece en la linea control (en estos experimentos la diferencia entre el
dia subjetivo y la noche subjetiva resulto ser levemente mayor que entre los puntos de
LO), en slo4 desaparece por completo. Esto demuestra que la oscilaciéon obtenida en
slo4 durante los ciclos de LO se debe a un efecto directo de la luz (enmascaramiento) y
no a una regulacion circadiana. Los resultados de la cuantificaciéon corroboran la
observacion cualitativa de que la senal de PDF en el mutante es analoga a la de los
puntos nocturnos de la linea control. No existen diferencias significativas entre la
intensidad de la senal de PDF entre slo4y CS en ZT14, como tampoco entre las senales

obtenidas para slo4 a CT2 ni a CT14 respecto de CS en ZT 14.

A B
Ocs rE Ocs
20 [ slot 20, ] O slo4
— L
15/ 15/
_T_ *%
10 10 NS
5- |—L‘ 5- |—L‘ |—L‘
0 ’—L‘ 0 ’—L‘
ZT 2 ZT 14 CT2 CT 14

Figura 3.3.- No existen variaciones circadianas en la intensidad
de PDF en slo4. Cuantificacion de la intensidad promedio de la senal de
PDF en las terminales dorsales de las NLps en la region indicada en la
figura 3.2. Los datos representan entre 25y 33 cerebros por genotipo y
por punto. Las barras de error representan la desviaciéon estandar (un
asterisco, p>0.05, dos asteriscos p>0.005). Ver materiales y métodos para

una descripcioén del analisis realizado.

Finalmente, se analiz6 la distribucion de la sefial del neuropéptido a lo largo de las

terminales axonales de las NLvps en cada genotipo. Mientras que en el caso de CS la
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senal aparece irregular y discontinua, consistente con su localizacién en vesiculas, en
slo4 la sefial es continua y difusa (FIGURA 3.4). En general no se observan los
acamulos que se esperaria de una distribucién vesicular. En la mayoria de los casos
tampoco se pueden identificar membranas de axones individuales o puntos de
ramificaciones primarias, secundarias o terciarias. El defecto es especifico de los
axones de las NLvps ya que en otras regiones del circuito PDF no se detectan este tipo
de anomalias. De hecho en el caso de las terminales axonales de las NLvgs, la sefial de

PDF en slo4 es similar a la de CS, vesiculada y discontinua.

ZT 2
ZT 14

slo4
slo4

Figura 3.4.- En slo4 el neuropéptido PDF presenta una
distribucién alterada en las terminales axonales. Magnificacion
de segmentos de neuritas individuales de las terminales dorsales de las

NLvps en experimentos realizados como se describe en la figura 3.2.

A continuacién analizamos el patréon de senal de PDF en las dos lineas que expresan
las variantes de splicing de slowpoke, B52 y M131, predominantes en tejido neuronal y
muscular respectivamente. Como se demostré en los capitulos 1 y 2, la linea que
expresa la variante neuronal es capaz de rescatar el defecto comportamental de slo4,
asi como también el patréon de oscilacion normal de las proteinas del reloj en los
grupos de neuronas dorsales. Por lo tanto, se analiz6 la senal de PDF en B52 para
determinar si también presentaba un patréon comparable al de la linea silvestre. En la
figura 3.5 se puede ver que, en efecto, tanto la intensidad como la distribucion del

neuropéptido en esta linea son indistinguibles de los de la linea control. Esta
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condicién se mantiene en OO (datos no mostrados), por lo que es posible afirmar que

B52 también rescata el defecto en la expresidon/localizaciéon de PDF observado en slo4.

M131; slo#4 B52; slo#

100 pm

Figura 3.5.- La expresion de la version neuronal del canal es
suficiente para rescatar el patron normal de expresion de PDF.
Cerebros de individuos jovenes (0-3 dias) de las lineas B52; slo4 y M131; slo4
fueron analizados de manera analoga a la descripta para CS y slo4. Mientras que
B52 presenta una sefial indistinguible de la de la linea control, M131 exhibe un
patron aberrante, con proyecciones que se desvian de sus trayectorias normales

y una pronunciada desfasciculacién de los axones de las NLvps.

Por otro lado, se buscoé determinar si la expresion en el sistema nervioso de una
variante inadecuada del canal, la que contiene el transgén de la linea M131, era
suficiente para restaurar el patron de expresion normal de PDF. El resultado obtenido
es sorprendente: no solamente M131 no logra rescatar el defecto, sino que exhibe un
fenotipo totalmente aberrante aunque completamente diferente al de slo4 (FIGURA
3.5). Contrariamente a lo que ocurre en el mutante, en la linea M131 se observa una
excesiva ramificacion de los axones, con proyecciones mucho més largas y
desfasciculadas que en la linea control. En general las proyecciones de las NLvps se
entrecruzan con los axones que provienen de la linea media, desde los somas ubicados
en el tritocerebro. Ademas, es frecuente observar drasticos desvios en las trayectorias
de los axones, que no siguen el curso normal en direccién dorsoposterior sino que

proyectan en diagonal desde los somas hacia la pars intercerebralis, y en ocasiones
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hasta contralateralmente, llegando al hemisferio opuesto. Ademas, en general la
desfasciculacién comienza en la regiéon adyacente a los cuerpos celulares, y no
inmediatamente después de la pars lateralis como se observa normalmente. La sefial
de PDF en estos axones es discontinua y vesiculada, incluso mas que en la linea

control.

Estos resultados sugieren que no soélo el patron de expresion del neuropéptido PDF
sino también la estructura del circuito constituido por las neuronas ventrales depende
de la funcion adecuada de slo, ya que tanto la ausencia del canal como la expresion de
una variante que habitualmente no se encuentra en el sistema nervioso provocan

aberraciones en la apariencia de este circuito.
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PARTE II.- Las alteraciones en la sefial de PDF se deben a aberraciones en la

estructura del circuito.

En las imagenes de la figura 3.2 (y con menor claridad, atn en la figura 3.1) se ve que
ademas de que la intensidad de la sefial de PDF esta disminuida en slo4, el aspecto
general de las ramificaciones de los axones es radicalmente diferente. Para determinar
si efectivamente la mutacion en slo provocaba cambios estructurales en las
ramificaciones de los axones de las NLvps se analizaron estas proyecciones
marcandolas no sélo mediante el anticuerpo anti PDF sino también con una proteina
de fusion entre GFP y el marcador de membrana CD8 (Lee y Luo, 1999). Esta
herramienta permite, por un lado, independizarse de cualquier potencial variaciéon en
los niveles de pdf (cuyo mRNA de todos modos no oscila) ya que al utilizar el sistema
Galg/UAS la expresion de mCD8-GFP es constitutivamente alta, y por otro, marcar la
totalidad de las membranas axonales y no solamente aquellos sitios donde PDF se

localiza de modo preferencial, como las vesiculas sinapticas.

A partir de las lineas pdf.Gal4 (Renn et al., 1999) y UAS-mCD8-GFP se gener6 una
linea recombinante que posee ambos transgenes en el mismo cromosoma (ver
materiales y métodos) y se realizé6 inmunohistoquimica en cerebros de moscas adultas
de las lineas pdf.Gal4g-UAS.mCD8.GFP y pdf.Gal4-UAS.mCD8.GFP;slo4 con los
anticuerpos anti PDF y anti GFP. En la figura 3.6.A se pude ver que el defecto de la
linea slo# en este circuito no solamente involucra la disminucion en los niveles de PDF
sino que las ramificaciones axonales se encuentran completamente colapsadas.
Mientras que en la linea control los axones “viajan” fasciculados hacia la regi6on del
protocerebro dorsal donde los fasciculos se abren, y a partir de ese punto se extienden
neuritas adicionales, en el caso de slo4 este punto de apertura y ramificacién no llega
nunca a alcanzarse. Los axones estin fasciculados durante la totalidad de su
trayectoria, y en la mayoria de los casos no se ven ramificaciones adicionales, aunque
es posible que esto se deba a que la estrecha proximidad en la que se encuentran los

axones hace imposible que puedan distinguirse como neuritas independientes.
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/ superposicion

Figura 3.6.- La estructura del circuito PDF esta alterada en slo4. Inmunohistoquimica en
cerebro de moscas adultas de las lineas pdf.Gal4/UAS-mCD8.GFP y pdf.Gal4-UAS-mCD8.GFP; slo4
con anticuerpos anti PDF (rojo) y GFP (verde). Las imagenes revelan las diferencias morfolégicas en
las proyecciones axonales de las NLvps. (A) Magnificacion de la regién central y superior del
protocerebro dorsal en los dos genotipos. (B) imagenes de mayor aumento sobre las termianles

dorsales de las NLvps.

En la figura 3.6.B, donde se muestra la region mas distal de las proyecciones de las
NLvps, se pueden ver en mayor detalle las diferencias en el aspecto de estas
terminales entre slo4 y la linea control. Si bien esto demuestra que la funcion del canal
es necesaria para el establecimiento de una estructura adecuada del circuito, a partir
de estos datos no es posible discernir si la disminucion en los niveles de PDF precede
o antecede al defecto conformacional. Incluso podria tratarse de dos defectos
“independientes” asociados a la ausencia del canal. Sin embargo, mientras que el
defecto en la intensidad de PDF se vuelve evidente en condiciones constantes (figura
3.3.Ay B), las alteraciones estructurales que exhibe el mutante se manifiestan atn en
ciclos de LO.
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CAPITULO 4.- El circuito PDF presenta cambios plasticos regulados circadianamente.

Al analizar las diferencias en las arborizaciones de los axones de las NLvps entre slo*y
CS se observo que existian diferencias cualitativas en la estructura del circuito PDF en
la linea control, que en la gran mayoria de los cerebros analizados parecia estar mas
ramificado al comienzo del dia (ZT2) que de la noche (ZT14), lo cual no podia

explicarse apelando inicamente a las variaciones en la intensidad de la sefial de PDF.

Esta observacion llevo al planteo de la hipotesis de que estos cambios estructurales en
las terminales dorsales podrian ser estar regulados circadianamente, por ejemplo,
como parte del mecanismo utilizado por las neuronas del reloj para regular
diferencialmente la comunicaciéon con sus targets postsindpticos. Para estudiar en
mayor profundidad este fen6meno se adapté un método desarrollado originalmente
para cuantificar ramificaciones de arboles dendriticos de neuronas de vertebrados y
se buscod determinar si la variacion observada en LO persistia en condiciones

constantes y en ausencia de un reloj funcional.

Existen antecedentes de plasticidad estructural en circuitos neuronales, como los
cambios en las terminales axonales de las células bipolares en retina de rata (Behrens
et al., 1998) o los cambios en la morfologia de las espinas dendriticas dependientes de
actividad sinaptica en cultivos de neuronas de hipocampo (Goldin et al., 2001). Mas
aun, se ha demostrado que existen variaciones circadianas en distintas propiedades
morfologicas de las interneuronas L1 y L2 en el sistema visual de Drosophila y de
Musca domestica (Gorska-Andrzejak et al., 2005;Pyza y Gorska-Andrzejak, 2004). En
este caso se encontraron oscilaciones circadianas en el tamafio y la distribucion de las
varicosidades (potenciales sitios de liberacion sinaptica) de los axones de las NLvgs,
que envian sus proyecciones hacia el 16bulo 6ptico. Los autores interpretaron estas
modificaciones como parte de un potencial mecanismo para la transmision diferencial
de informacion desde las NLvgs. La region del 16bulo 6ptico donde se encuentran los
terminales axonales de estas células es una de las pocas regiones del cerebro del
adulto en donde existe convergencia entre las sefales obtenidas por los distintos
grupos que reportaron la identificacién del receptor de PDF (Hyun et al., 2005;Lear et

al., 2005b;Mertens et al., 2005).
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Ademas, recientemente se ha reportado que el grado de arborizacion de ciertas
motoneuronas de la placa neuromuscular en larvas de Drosophila varia
significativamente entre el dia y la noche. En este caso no se pudo afirmar que este
fendmeno se encuentre bajo regulacion circadiana ya que no persiste en condiciones
constantes, pero, llamativamente, la oscilacién desaparece en ausencia de un reloj
funcional. Al analizar las arborizaciones en los mutantes pereo! y timo! se encontr6 que
mientras que el primero exhibe una drastica disminuciéon en la cantidad de
ramificaciones, en el segundo se observa una constitutiva hiperramificacion, mayor a

la observada en el punto diurno en la linea control (Mehnert et al., 2007).

En este sentido, este fendmeno tiene caracteristicas semejantes a las descriptas para la
oscilacion en la intensidad de PDF, ya que también en este caso los mutantes de per y
tim exhiben constitutivamente una tnica configuracion. Todavia no existen evidencias
que permitan determinar si la oscilacibon de PDF redunda en una modulacién
diferencial de la respuesta postsinaptica. De todos modos, recientemente la relevancia
de la oscilacién circadiana en los niveles de este neuropéptido se ha puesto en duda,
ya que su inhibicion mediante la sobreexpresion de una proteina que se une a
vesiculas sinapticas y mantiene la senal de PDF constitutivamente elevada no afecta

sustancialmente la ritmicidad comportamental (Kula et al., 2006).
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4.1.- Existen cambios plasticos en la morfologia del circuito circadiano.

Dado de que el aspecto de las arborizaciones era diferente entre el dia y la noche en la
linea control se cuantificaron las ramificaciones en dos momentos del dia que
coinciden con los niveles maximos y minimos de la senal de PDF (Park et al., 2000),
de modo de determinar si esta variaciéon era estadisticamente significativa. Esto
permitiria plantear la posibilidad de que independientemente de las diferencias
observadas debido a los cambios en la intensidad de la sefial de PDF, podian existir

diferencias en las propiedades anatémicas del circuito.

En primer lugar se repitieron los experimentos descriptos en el capitulo anterior,
utilizando las lineas pdf-Gal4 y mCD8-GFP en un background genético silvestre.
Como se mostro en el capitulo anterior, esto permite observar la integridad del
circuito PDF, por lo que es posible detectar los somas, dendritas y axones de las NLvs
grandes y pequefias. Moscas obtenidas de la progenie del cruzamiento entre estas dos
lineas (pdf>mCD8-GFP) fueron sincronizadas en ciclos de LO a 25°C desde el
momento de la ovipuesta. Posteriormente se realiz6 inmunohistoquimica en cerebros
de individuos adultos (0-3 dias a partir del momento de la eclosién) en el quinto dia
de LO, en ZT2 y ZT14. Estos puntos fueron escogidos porque en ellos se report6 que se
detectan el maximo y el minimo de la intensidad de la sefial de PDF (Park et al.,
2000). En las imAgenes del capitulo anterior ademas de las variaciones en la
intensidad de PDF, puede verse que en la morfologia de las terminales dorsales de las
NLvps existen diferencias entre el dia y la noche. En el punto de la manana se ve un
mayor grado de arborizacién, mientras que en la noche se ven menos ramas

independientes y en una conformacién diferente.
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Con el objetivo de cuantificar el grado de ramificacion se adaptoé el método de Scholl,
originalmente disefiado para el estudio de los arboles dendriticos. Para esto se
realizaron proyecciones 2-D de las galerias de imagenes obtenidas por microscopia
confocal, que incluyen la totalidad de las proyecciones en las que se detecta senal de
GFP en cada uno de los cerebros (ver materiales y métodos). Sobre estas
reconstrucciones se ubicaron seis circulos concéntricos espaciados entre si por una
distancia de 10 pum, cuyo centro fue ubicado en el primer “nodo” de ramificacion.
Como se describié anteriormente, los axones de las NLvps permanecen fasciculados
hasta un punto del protocerebro dorsal donde se desfasciculan y el arbol se abre. Este

punto fue el elegido como centro del primer circulo.

7T 14

>
o/

pdf > mCD8-GFP
pdf > mCD8-GFP

Figura 4.1.- La estructura del circuito PDF varia en ciclos de LO. Reorganizaciéon
diaria de las terminales de las neuronas del circuito PDF en el protocerebro dorsal.
Moscas de la linea pdf>mCD8-GFP fueron entrenadas en ciclos de LO y los experimentos
se realizaron en el quinto dia del ciclo. (A) Hemicerebro donde se muestra la region de las
proyecciones de las NLvps analizada en los experimentos subsiguientes. (B) Imagenes
correspondientes a cerebros disectados a ZT2 y ZTi4, donde se realizd

inmunohistoquimica empleando anticuerpos contra GFP (verde) y PDF (rojo).
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Figura 4.2.- La ramificacion del circuito PDF es mayor durante el dia. El grado de
ramificacion de las terminales dorsales de las NLvps se cuantific6 utilizando una adaptaciéon
del método de Sholl (ver materiales y métodos). (A) El nimero total de intersecciones entre
los circulos concéntricos y las proyecciones axonales fue significativamente distinto entre
cerebros disecados durante las primeras horas del dia y de la noche (p<0,0001, test no
paramétrico de Mann-Whitney). Los datos son el resultado de tres experimentos
independientes, con un minimo de 40 cerebros por genotipo y por punto. Las
cuantificaciones se realizaron a ciegas. (B) La complejidad de las arborizaciones axonales es
consistentemente menor en la conformacién nocturna. (C) La expresiéon del marcador
presinéptico synaptobrevina-GFP (pdf>syb-GFP) en el circuito PDF muestra diferentes

rearreglos de vesiculas sinépticas correspondientes a estos dos puntos del dia.

En el ejemplo de la figura, cada uno de los puntos sobre los distintos circulos se
contabilizan como un cruce, y el total para ese punto es la sumatoria de estos cruces
(materiales y métodos). La cuantificacién de las arborizaciones mediante este método
revel6 que existen diferencias significativas entre el nimero de cruces obtenidos para
el punto del dia y el de la noche (FIGURA 4.2.A) (se utilizo el test estadistico de Mann
Whitney para muestras no paramétricas). Existen distintos escenarios posibles para
explicar este resultado: las diferencias observadas podrian deberse a la generacion y
retraccion de neuritas (un proceso similar al fenébmeno de prunning, pero en este caso
reversible) o a cambios en el grado de fasciculacion de los axones. Si bien aun no
existen evidencias para descartar la primera posibilidad, algunas observaciones
sugieren que la dltima opcidn representa una explicacion mas probable. Por un lado,
se han encontrado oscilaciones circadianas en moléculas de adhesion, especificamente

en las NLvps (Justin Blau, comunicacion personal). Esto explicaria tanto que los
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axones de neuronas independientes como que distintas ramificaciones de una misma
neurona tuvieran condiciones diferenciales entre el dia y la noche que afectaran el
contacto entre unos y otros. Por otro lado, al cuantificar los cruces en cada uno de los
circulos por separado se puede ver que, a excepcion del primero (en la regién proximal
en general existe una gran variabilidad, y ademas la complejidad dada por el
entrecruzamiento de distintas neuritas hace mas dificil la cuantificacién), el valor
obtenido para ZT14 es siempre menor que el obtenido para ZT2. Si existiera una
retraccion de estas proyecciones en la noche, posiblemente esto se veria reflejado en la
cuantificacion como una disminucion especialmente pronunciada en los circulos mas

distales.

4.2.- La plasticidad estructural persiste en condiciones constantes.

Las variaciones en el grado de arborizacion observadas entre el dia y la noche podrian
deberse a un mero efecto directo de la luz, y no a un mecanismo regulado por el reloj
endogeno. Para analizar esta posibilidad se realiz6 un experimento analogo pero
durante el segundo dia en OO. En este caso moscas de la linea pdf>mCD8-GFP fueron
entrenadas en ciclos de LO a 25°C desde el momento de la ovipuesta y posteriormente
transferidas a condiciones constantes. Se utilizaron adultos del mismo rango de edad
del experimento anterior, entre 0 y 3 dias luego del momento de la eclosién. Los
cerebros fueron disecados en los puntos CT2 y CT14, el comienzo del dia y de la noche
subjetiva. En estas condiciones, se encontr6 no solamente que la variacién en el grado
de arborizacion persiste, sino que el recuento obtenido para el punto del dia subjetivo
es similar al obtenido para el punto del dia (CT2 y ZT2) y lo mismo ocurre para los

puntos nocturnos (FIGURA 4.3.Ay B).
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Figura 4.3.- La remodelacion del circuito PDF persiste en condiciones constantes.
Cerebros de moscas de la linea pdf>mCD8GFP fueron disecados en CT2 y CT14 durante el segundo
dia de oscuridad constante (002). (A) Imégenes representativas tomadas en el dia subjetivo (panel
superior) y la noche subjetiva (panel inferior) de cerebros incubados con anti-PDF (rojo) y GFP
(verde). (B) Los cruces axonales totales son significativamente diferentes durante el dia respecto de
los de la noche subjetiva (p<0,0001, test no paramétrico Mann-Whitney), y los valores medios son
similares a los encontrados en LO. Los experimentos se repitieron 3 veces. Cada punto en la figura
representa al menos 32 cerebros. Las cuantificaciones se realizaron a ciegas. (C) El nimero de

intersecciones es consistentemente menor durante la noche subjetiva.

De manera similar a lo realizado para el experimento en ciclos de LO, se analizaron
por separado los datos obtenidos para cada uno de los circulos y se encontré que
también en condiciones constantes los valores nocturnos (noche subjetiva) son
menores para cada uno de ellos, a excepcion de los que se encuentran en la regiéon mas

proximal (FIGURA 4.3.C).

Estos resultados demuestran que existe una regulaciéon circadiana de la plasticidad
estructural observada en las terminales dorsales de las neuronas que ocupan la
jerarquia mas alta entre los osciladores circadianos, las NLvps. A continuacién se
buscdé determinar si el fendmeno persiste en ausencia de un reloj funcional,

estudiando el proceso en mutantes para genes del reloj.
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4.3.- La remodelacion circadiana del circuito depende de la presencia de un reloj

funcional.

En todos los experimentos realizados se ve que la senal de GFP “acompaiia” a la senal
de PDF. Esto significa que mas alld de las variaciones en la intensidad del
neuropéptido, el grado de arborizacién que es posible detectar en los experimentos de
inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo anti PDF es similar al que se obtiene con
el anticuerpo anti GFP. Esto sugiere que las diferencias reportadas para los mutantes
nulos en per y tim mediante anti PDF (Park et al., 2000) podrian estar reflejando en

realidad variaciones en la morfologia de las terminales dorsales de las NLvps.

Para determinar si la presencia de un reloj funcional es necesaria para la
manifestaciéon de las variaciones estructurales del circuito, se introdujeron los
transgenes pdf-Gal4 y mCD8-GFP en las lineas perc! y time* y se cuantifico6 el nimero
de ramificaciones en los puntos ZT2 y ZT14. Si las condiciones ambientales influyen
en la manifestacion de este fendmeno deberian verse en estas lineas variaciones
similares a las descriptas en la linea control durante el ciclo de LO. En la figura 4.4.A
se muestran imagenes representativas de las terminales axonales de per°! y time! en
ZT2 y ZT14. La cuantificacion, realizada con el método descripto en la secci6on
anterior, no reveld la existencia de diferencias significativas en ninguna de las dos
lineas (FIGURA 4.4.B), apoyando la nocién de que este fendmeno se encuentra

regulado circadianamente32.

32- Un andlisis més exhaustivo de este proceso se esté llevando a cabo actualmente en el laboratorio. El objetivo es
determinar si persiste en el contexto de otras mutaciones relevantes para la manifestacion de los ritmos circadianos

(como pdf o su receptor), en moscas de edad mas avanzada, y si presenta dimorfismo sexual.
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Figura 4.4.- La plasticidad estructural del circuito PDF esta bajo el control de los
genes del reloj. La linea recombinante pdf>mCD8-GFP se analizd en el contexto genético de
mutaciones nulas en per y tim (pero:, panel superior, y timo:, panel inferior). Las moscas fueron
sincronizadas en ciclos de LO y los cerebros disecados en ZT2 y ZT 14 en LOs5. (A) Paneles
izquierdos: imagenes de baja magnificaciéon de hemisferios de cerebros de moscas peroty timeo:.
Véase el grado de desfasciculacion en los tractos axonales en time: a lo largo del protocerebro dorsal.
Paneles derechos: imagenes representativas tomadas en ZT2 y ZT14 donde se muestran los efectos
diferenciales de estas mutaciones en la estructura del circuito. Los experimentos se repitieron 2
veces. Cada punto en la figura representa 15-21 cerebros. Las cuantificaciones se realizaron a ciegas.
(B) No se observaron diferencias significativas entre la configuraciéon del dia y de la noche para
ninguna de las lineas mutantes (p> 0,05, test no paramétrico Mann-Whitney). (C) Las moscas pero:
presentan un circuito menos ramificado y con una longitud relativamente normal en todos los
momentos evaluados; por otro lado, las moscas timo: presentan un fenotipo de ramificacién

exacerbada del circuito, que se caracteriza por ser mas corto que en los cerebros salvajes.
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Previamente se reportdé que la sefial de PDF en la linea media desaparece
gradualmente a partir del momento de la eclosion (Helfrich-Forster, 1997). En
experimentos analogos a los descriptos en las figuras 4.1-4 realizados con moscas de 1,
2 y 3 dias a partir del momento de la eclosion se encontré que en la linea media la
senal de GFP también desaparece gradualmente, demostrando que en el caso de las
células del tritocerebro que expresan PDF se esta produciendo un fenémeno de
prunning. Para descartar un posible efecto del desarrollo en la plasticidad estructural
de las terminales de las NLvps se realizaron experimentos analogos a los descriptos,
en los puntos ZT2 y ZT14 del ciclo de LO, en moscas de 1, 2 y 3 dias y se pudieron
detectar variaciones en la arborizacion de los axones en cada uno de estos dias (datos

no mostrados).

Los resultados presentados en este capitulo demuestran que existe una variacion
circadiana en el grado de ramificacién de las neuronas del reloj en Drosophila. Estos
cambios podrian repercutir en diferencias en la actividad del circuito circadiano,
refinamiento de las conexiones que el circuito establece con neuronas postsinépticas e
inclusive el acceso diferencial a estas neuronas en distintos momentos del ciclo. Dada
la importancia del establecimiento adecuado de las conexiones sinapticas, la
capacidad de una neurona de regular espacial y temporalmente el contacto con las
células que se encuentran rio abajo depende de un conjunto de procesos bioldgicos
altamente organizados. En el caso del sistema circadiano, la regulaciéon de la
transmision de informacion rio abajo de las NLvps es un proceso fundamental que

dltima instancia redunda en su capacidad de controlar la ritmicidad comportamental.
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CAPITULO 5.- Expresion y desregulacién de slowpoke en el circuito circadiano.

Los experimentos que se describen en este capitulo tienen como objetivo determinar
si slowpoke se expresa en alguna de las estructuras relevantes para el control de la
ritmicidad comportamental y analizar los efectos en el comportamiento de la
desregulacion de su funcién especificamente en los distintos grupos de neuronas que

componen el circuito circadiano.

Ademas de la pronunciada falta de ritmicidad de los mutantes en slo en distintos
paradigmas comportamental descripta en los primeros capitulos de esta tesis, otros
laboratorios han reportado diversos fenotipos comportamentales asociados a la
ausencia de canal (Atkinson et al., 1998;Atkinson et al., 2000;Peixoto y Hall, 1998). Si
bien posiblemente la manifestacion de los distintos fenotipos del mutante slo4 es
consecuencia de la falta del canal en todos los lugares donde normalmente se expresa,
distintos datos presentados en esta tesis demuestran que la funciéon de slowpoke en
sistema nervioso es necesaria y suficiente para rescatar aquellos fenotipos asociados a

la disfuncién del reloj circadiano.

En la primera parte se describen las distintas estrategias utilizadas para estudiar la
localizacion de SLO y las razones por las que se eligi6 utilizar un anticuerpo dirigido
contra el homologo del canal en otro insecto, la cucaracha Periplaneta americana
(Derst et al., 2003). Los primeros intentos por estudiar la expresion de slowpoke en
Drosophila, realizados en el laboratorio de Nigel Atkinson, quien cloné este canal,
permitieron conocer cuéles son a grandes rasgos los tejidos en los que se expresa
(Becker et al., 1995;Brenner et al., 1996;Brenner y Atkinson, 1996;Brenner y Atkinson,
1997;Yu et al., 2006). Sin embargo, como los experimentos se realizaron mediante
hibridizaciones in situ de muy baja resolucion, no fue posible a partir de esos datos
determinar su localizacién en circuitos neuronales especificos o estudiar potenciales
colocalizaciones con otras proteinas. En este capitulo, mediante el uso del anticuerpo
anti pSLO se describe la expresion del canal en relaciéon a las distintas estructuras

relevantes para el reloj circadiano.
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En la segunda parte se presentan experimentos en los que se buscé desregular la
funciéon del canal mediante su expresion ectépica en distintos circuitos circadianos,
mediante una linea que porta la insercion UAS-SLO. Esta linea transgénica fue
generada en el transcurso de esta tesis por el método de transformacion de la linea
germinal (Rubin y Spradling, 1982;Spradling y Rubin, 1982). Una de las grandes
ventajas del uso de Drosophila como sistema modelo es precisamente la posibilidad
de desregular la funciéon génica en forma especifica de tejido e independizarse asi de
los potenciales epifenémenos de una mutaciéon generalizada. En estos experimentos
buscamos determinar las consecuencias comportamentales de la alteracion de la

excitabilidad neuronal especificamente en las células relevantes para el reloj.
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PARTE I.- SLO se expresa en estructuras relevantes para el control del

comportamiento.

5.1.- Localizacion del canal.

Durante el transcurso de esta tesis se utilizaron distintas estrategias para estudiar la
localizacion del canal con el objetivo de determinar si se expresa en alguno de los
grupos de neuronas relevantes para el control de la ritmicidad comportamental. En
primer lugar, se utiliz6 un anticuerpo peptidico contra la version de slowpoke de
mamiferos3s, KNCMA1 o BK (los canales SLO-1 se denominan habitualmente big K,
por su gran conductancia unitaria). Si bien mediante este anticuerpo se pudo detectar
localizacion en el cerebro del adulto, la calidad de esta senal era muy baja y no fue
posible llevar a cabo un analisis confiable a partir del cual determinar los circuitos

especificos donde el canal se expresa (ANEXO 4.1).

La segunda estrategia consistié en expresar la proteina reportera GFP bajo el control
del promotor de slowpoke, utilizando una linea slo-GAL434. En este caso se obtuvo
una excelente senal de GFP, intensa y de alta resolucion, pero que no reporta el patréon
completo de expresiéon de slo ya que la construccion slo-Galg esta compuesta por una
secuencia parcial del promotor del canal. Si bien se detecto sefial en varias estructuras
conocidas del cerebro del adulto, como los lobulos de la antena o los cuerpos
pedunculados, éstas solo representan una fraccion de los lugares donde el canal se
expresa normalmente. De hecho, no se encontr6 senal en algunas regiones donde se
sabe que existe una amplia expresion, como los l6bulos 6pticos (Brenner y Atkinson,
1996). Sin embargo, se detectaron grupos de células que expresan slo en el
protocerebro dorsal, adyacentes a algunos grupos de neuronas dorsales (ND1 y ND2).
Es a esta region del cerebro adonde llegan las terminales dorsales de las NLvps, y en la
gran mayoria de los cerebros analizados se detect6 en cada uno de los hemisferios al
menos una célula de tamafio intermedio que se ubica precisamente en la region mas

distal de estos axones (ANEXO 4.3).

33 -Este anticuerpo fue donado por el laboratorio de Osvaldo Uchitel.

34 -Esta linea fue generada en el laboratorio de Nigel Atkinson.
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La tercera estrategia involucro la utilizacién de una linea transgénica en la que el gen
que codifica para la enzima (-galactosidasa fue clonado en fase en uno de los exones
compartidos por todas las variantes del canal. Esta linea fue utilizada en los
experimentos originales en los que se analizd6 la expresion del canal mediante
hibridizaciones in situ (Becker et al., 1995;Brenner et al., 1996;Brenner y Atkinson,
1996;Brenner y Atkinson, 1997;Chang et al., 2000). El mismo patréon de expresion
reportado por el laboratorio del Dr. Nigel Atkinson, tanto en larva como en adulto, fue
el obtenido al analizar las imagenes generadas mediante microscopia confocal luego
de realizar inmunohistoquimica con un anticuerpo contra la proteina -galactosidasa.
Sin embargo, dado que la version del gen reportero empleada no contiene senales de
localizacion nuclear ni citoplasmatica, fue imposible determinar si existia o no
colocalizacion con otros anticuerpos en un compartimiento subcelular determinado
(ANEXO 4.2). Por lo tanto, mediante esta herramienta no fue posible estudiar la

potencial coexpresion con marcadores de neuronas del circuito circadiano.

5.1.1.- El anticuerpo contra pSLO detecta especificamente dSLO.

Finalmente, se utiliz6 un anticuerpo dirigido contra la versiéon de slo de Periplaneta
Americana (Derst et al., 2003). Existe un alto porcentaje de homologia entre pSLO y
dSLO, y la region que posee el epitope contra el que esta dirigido el anticuerpo, que
pertenece al extremo C-terminal de la proteina, se encuentra altamente conservada.
Para determinar si mediante este anticuerpo podia reconocerse especificamente a
dSLO se realiz6 inmunohistoquimica en cerebros de individuos adultos de la linea CS,

utilizando al mutante nulo en slo como control negativo.

Como se muestra en la figura 5.1, si bien existen algunas regiones con minima
expresion residual del anticuerpo en la linea slo4, 1a sefial que se detecta en CS no esta
presente en slo4 en las condiciones del experimento. Es posible que parte de la senal
inespecifica se deba a que el anticuerpo esté reconociendo subunidades de otros
canales i6nicos que poseen regiones de alta similitud de secuencia con la region de slo
que contiene el epitope. La senal especifica obtenida es especialmente intensa en el
I6bulo 6ptico (FIGURA 5.1.A), donde se sabe que el canal se expresa ampliamente, y en
el protocerebro dorsal (FIGURA 5.1.B).
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B
oL PI Figura 5.1.- El anticuerpo pSLO reconoce

especificamente a slowpoke en Drosophila.

Inmunohistoquimica en moscas jovenes de las lineas CS

Cs

y slo4+ (o-5 dias) mostrando la especificidad del

anticuerpo anti pSLO en el cerebro de Drosophila. Las
20 pm 25 um

La senal detectada es punteada y discontinua, ubicada a lo largo de los axones, como

imagenes se tomaron en idénticas condiciones y el
experimento se repitié 4 veces con idénticos resultados.

En la figura se muestran las dos regiones del cerebro del

slo#

adulto que presentan méas sefal. (A) Ampliaciéon del
16bulo 6ptico (OL), donde se extienden neuritas SLO+.
(B) Protocerebro dorsal, incluyendo la sefial en uno de

los grupos neuronales de la PI.

por ejemplo a lo largo de la linea media, de la gran comisura formada por
proyecciones contralaterales, en los cuerpos elipsoidales o el complejo central, del cual
se sabe que esta involucrado en el control de la locomocion en insectos. La detecciéon
de SLO mayoritariamente en membranas axonales es consistente con la localizacion
presinaptica esperable para un canal cuya funcién principal es la repolarizacion de la
membrana luego de un potencial de acciéon. Sin embargo, en varias regiones del
cerebro también se encontro6 sefial sobre el soma de las neuronas, aunque en general
ésta es mas tenue que la detectada sobre los axones. En la pars intercerebralis, por
ejemplo, se detect6 una clara sefial de SLO sobre dos grupos de 4 neuronas en cada
hemisferio (FIGURA 5.1.B). Es precisamente en clusters de la PI (ademéas de los
fotorreceptores) donde se report6 la oscilacion de SLOB, el principal regulador del
canal (Jaramillo et al., 2004) y es a esta regién adonde llegan los axones de las células
del tritocerebro que expresan PDF. Adema4s, se cree que la PI, una de las principales
areas de secreciéon de neurohormonas del cerebro de Drosophila (Rajashekhar y
Singh, 1994;Saunders, 1997), podria ser un punto de contacto entre los osciladores
circadianos y el resto del organismo (Helfrich-Forster, 2005). En el trabajo original
donde se utilizo este anticuerpo en P.americana también se detect6 senal del canal
tanto a lo largo de neuritas como en los cuerpos celulares, aunque el tejido analizado

en este caso fue el de los ganglios toraxicos y no cefalicos.
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5-1-2.-Expresion de slo en el circuito canonico del reloj.

En primer lugar se buscod determinar si el canal se expresa en las NLvps, para lo cual
se disecaron cerebros de moscas adultas de la linea recombinante pdf-Gal4,mCD8-
GFP y se realizaron experimentos de inmunofluorescencia doble con los anticuerpos
anti pSLO y anti GFP. En la figura 5.2.A se muestra la sefial obtenida en el 16bulo
optico y la médula anterior, y se ve que no se detecta colocalizacion en los cuerpos
celulares de las NLvs grandes ni de las pequenas. Sin embargo, a lo largo de las
proyecciones axonales de las NLvgs que inervan el 16bulo 6ptico se observan multiples
sitios donde ambas senales parecen colocalizar (FIGURA 5.2.A, recuadro). Imagenes
de mayor aumento de esta region revelan que, en efecto, SLO y GFP colocalizan sobre
estos axones (FIGURA 5.2.D y E). Esto es especialmente evidente en las varicosidades,

potenciales sitios de contacto con neuronas postsinépticas.

pdf-mCD8- GFP

Figura 5.2.- Localizacion de slo sobre las NLvps. Inmunohistoquimica en

cerebros de adultos (0-5 dias) con anticuerpos anti GFP y anti pSLO sobre moscas
de la linea pdf-Gal4/UAS-mCD8-GFP. (A) En el 16bulo 6ptico ambos anticuerpos
revelan una extensiva ramificacion (la sefial de GFP proviene sélo de las NLvgs).
(B-C) Senal de pSLO relativa a las terminales dorsales de las NLvps. (C) Cuerpos
celulares de neuronas que expresan SLO en la region del protocerebro dorsal
adonde llegan las NLvps. (D-E) Colocalizacion de SLO y GFP en imagenes

ampliadas de los axones que inervan el 16bulo 6ptico.
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En las terminales dorsales de las NLvps también se detectdé la senal punteada y
discontinua tipica de SLO (FIGURA 5.2.B). Si bien las imagenes de menos de 1 um de
espesor sugieren que podria existir colocalizacion, la resoluciéon de esta técnica no
permite afirmar en forma concluyente que la senal detectada corresponda a la
presencia de SLO en estos axones. Sin embargo, en la region inmediatamente
adyacente a éstos se detecto una clara sefial de SLO sobre los cuerpos celulares de dos
grupos pequeiios de neuronas de simetria bilateral (FIGURA 5.2.C). Como se describid
al inicio de esta secci6on, también mediante la expresion de GFP bajo el promotor
parcial de slo se detectaron neuronas que expresan el canal cuyos somas estan

inmediatamente adyacentes a las terminales de los axones de las NLvps (ANEXO 4.2).

A continuacion se realizé un experimento analogo pero en la progenie del cruzamiento
entre las lineas tim-Galg y UAS-mCD8-GFP (tim>mCD8-GFP). En la figura 5.3.A se
muestra un hemisferio cerebral donde se ve senal de GFP en todos los grupos de
neuronas del reloj y en una gran cantidad de fotorreceptores, especialmente en la
region periférica del 16bulo 6ptico. Respecto de la localizacion de SLO la situacion es
similar a la encontrada al expresar GFP bajo el promotor de pdf: si bien no se detecta
colocalizacion en los cuerpos celulares se observa senal del canal a lo largo de
subgrupos de axones de las ND1 y ND3 que proyectan hacia la linea media (FIGURA
5.3.B y C). Nuevamente, la resolucion de las imagenes no permite afirmar

categoricamente que el canal se exprese en estas células.

En la figura 5.3.B se muestra una galeria de tres imagenes consecutivas desde la
region anterior a posterior de las NDs, donde se observa como las proyecciones de
estas neuronas se dirigen hacia una region en donde se encuentran los somas de las
células de la PI que expresan SLO (asi como también axones que proyectan a lo largo

de la linea media y provienen de neuronas SLO* ubicadas en tritocerebro). En
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tim>mCD8-GFP

oL
100 pm

superposicion

50 pm

superposicion

Figura 5.3.- Localizaciéon de slo sobre el circuito circadiano. Inmunohistoquimica en
cerebros de individuos jovenes (0-5 dias) incubados con anticuerpos anti GFP y anti pSLO sobre
moscas de la linea tim-Gal4/UAS-mCD8-GFP.(A) Hemicerebro donde se muestra la sehal de SLO en
relacion con el circuito marcado por la expresiéon de GFP bajo el promotor de tim. (B) Galeria de tres
imAgenes consecutivas (de posterior a anterior) de las proyecciones de las neuronas dorsales que se
dirigen hacia la PI, donde se encuentran algunos de los grupos de neuronas que expresan SLO. (C)
imagen de 0,6 pm de espesor donde se muestra la sefial de SLO sobre algunos de los axones de las
neuronas dorsales que proyectan hacia la PI. (D) Colocalizacién de SLO y GFP en el 16bulo 6ptico.
"sp” indica superposiciéon de ambas sefales (E) Tanto células del tritocerebro que expresan SLO

como la mayoria de las proyecciones de las neuronas dorsales terminan en la PI.
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5-1-3.-Neuronas del cerebro dorsal coexpresan SLO y PDFR.

Finalmente, se analiz6 la expresion de SLO en relacion al patron de expresion del
receptor de PDF (Mertens et al., 2005). En la figura 5.4.A, donde se muestra un
hemisferio de un cerebro de un individuo silvestre (y w), se ve que ambos anticuerpos
tienen una sefial llamativamente similar, discontinua y punteada, principalmente
sobre los procesos de neuritas, en muchos casos correspondientes a axones que
integran neuropilos conocidos como los l6bulos de la antena, los cuerpos elipsoidales

o el complejo central.

En las imagenes de mayor aumento de estas proyecciones (FIGURA 5.4.C y E) se
observa que existen puntos de colocalizaciéon entre ambas sefiales, en este caso mas
claros que los observados sobre las proyecciones de las NLvps y NDs ya que en ambos
casos se trata de “dominios” discretos sobre las membranas axonales y no se estan
comparando sefales que presentan una distribucion completamente diferente como
en los casos anteriores (a excepcién de las terminales de las NLvgs en el 16bulo
optico). Si bien es esperable que la localizaciéon del canal sea presinaptica, en el caso
del receptor de PDF es llamativo encontrar sefial a lo largo de los axones de tantos

neuropilos.
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Figura 5.4.- slo colocaliza con el receptor de PDF. Inmunohistoquimica en

100 pum

- s
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moscas de la linea y w, utilizando anticuerpos especificos contra SLO (rojo) y
receptor de PDFR (verde). (A) Patrén de distribucién de anti SLO y anti PDFR en un
cerebro de adulto. El asterisco indica las células braplet, donde ambos colocalizan.
(B, D) colocalizacion entre SLO y PDFR en grupos de neuronas dorsales (D) y en la
célula neurosecretoria braplet (B). (C) axones de la gran comisura donde se
coexpresan ambas proteinas. (E) Distribuciéon de Slo y PDFR a lo largo de la linea

media.

Al analizar los distintos grupos de neuronas que expresan uno u otro anticuerpo en el
soma, se encontr6 que existe una clara colocalizacion en algunos clusters del
protocerebro dorsal (FIGURA 5.4.D). Se trata de grupos de células de pequefio tamafio

ubicadas en la region dorsal lateral posterior (indicadas con un asterisco en la figura
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5.4.A) que se encuentran en el recorrido de los axones de las NLvps hacia el
protocerebro dorsal. Ademéas, SLO y PDFR son coexpresados por las braplet (FIGURA
5.4.B), dos grandes células neurosecretorias de simetria bilateral que envian sus
proyecciones hacia la PI y donde se sabe que se expresa tim (aunque en estas células
TIM no oscila en cuanto a su localizacion subcelular). Se cree que las braplet estan
inmediatamente rio abajo de las NLvps y serian esenciales para la transmision de

informacion desde estas células (Orie Shafer, comunicacion personal).

5.2.- El silenciamiento de slo afecta la ritmicidad en actividad locomotora.

Si bien los resultados anteriores demuestran que SLO estd presente en células
relevantes para el circuito circadiano ya que colocaliza con el receptor de PDF, a partir
de los experimentos realizados con pdf>mCD8-GFP y tim>mCD8-GFP no es posible
determinar si el canal también se expresa en alguno de los grupos de neuronas

canonicas del reloj, los clusters ventrales, dorsales y laterales dorsales.

Sin embargo, el hecho de que SLO oscile tanto a nivel de RNA como de proteina
(Ceriani et al., 2002) sugiere que el canal se expresa o bien en células en las que los
genes del reloj se expresan y ejercen directa o indirectamente el control
transcripcional y/o post traduccional del canal, o en células donde moléculas que se
encuentran rio abajo de los componentes del reloj son responsables de esta
regulacion. Ademas, el canal deja de oscilar en una linea mutante para el gen CIk,
Clki®k (Ceriani et al., 2002) lo que apoya la nocién de que la regulacion circadiana de
los niveles del canal es un mecanismo utilizado por el reloj para modular
diferencialmente las propiedades de la membrana y sugiere que S10 y CLK podrian ser

coexpresados en las células en las que es necesaria esta modulacion.

Para determinar si la disminucion en los niveles del canal (no ya a nivel generalizado
como en la linea slo4 sino especificamente en las NLvs) produce un efecto en la
ritmicidad comportamental se utiliz6 una linea que porta una construcciéon que
contiene las secuencias necesarias para inhibir la expresiéon del canal mediante la

técnica de ARN de interferencia. Esta linea contiene la secuencia slo-RNAi rio abajo
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del UAS, por lo que permite el silenciamiento de la expresion de slo en forma tejido

especifica (Drosophila RNAi library, IMB, Austria).

En la figura 5.5.A se muestra un actograma representativo del cruzamiento entre las
lineas pdf-Galg y UAS-slo-RNAi, incluyendo a esta tltima sin combinar con una linea
Galg como control negativo. El silenciamiento de la expresion del canal
especificamente en las NLvs produce una desorganizacion de la actividad,
especialmente notoria luego de que las moscas son dejadas en condiciones constantes.
La actividad durante la noche subjetiva es muy alta comparada con la de la linea

control, y el porcentaje de ritmicidad disminuye sustancialmente (FIGURA 5.5.B).
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Figura 5.5.- El silenciamiento de lo especificamente en las NLvps altera la
consolidacion de la actividad. (A) Actogramas representativos de la linea control, UAS-slo-
RNAj, y la linea pdf-GAl4/UAS-slo-RNAi. Las flechas indican el momento de transferencia a
0OO0. Las barras blancas indican la fase del dia, las negras la noche, las grises el dia subjetivo y
las negras inferiores la noche subjetiva. El analisis se realizo como se describe en materiales y
métodos. (B) El porcentaje de ritmicidad de la linea pdf-GAl4/UAS-slo-RNAi es

significativamente menor que el de la linea control (test t de Student, p<0.05).
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Este experimento se realiz6 con una sola copia del transgén UAS-slo-RNAi. Varios
autores han reportado que en general la eficiencia de estas lineas es muy baja, por lo
que habitualmente se incluyen multiples copias del RNAi y/o de la construcciéon que
posee el Galg, o se incluye la expresion ectopica de la proteina DICER para aumentar
la eficiencia de la maquinaria de silenciamiento. En experimentos futuros del
laboratorio se estudiara el efecto en el comportamiento de la disminuciéon mas
pronunciada de los niveles de slo en las NLvps. De todos modos, atin con una sola
copia de la insercion es posible ver el efecto en la desconsolidacion de la actividad y el
descenso en los niveles de ritmicidad. De hecho, la mayor parte de los individuos en
los cuales el programa encuentra ritmicidad y asigna un periodo no exhiben un

comportamiento similar al de una linea silvestre.

Si bien el fenotipo observado al silenciar la expresion de slo especificamente en las
NLvs no es en absoluto tan severo como el de la linea slo4, el hecho de que aun la
inhibicion parcial de la expresion del canal en estas células tenga un efecto en el
comportamiento sugiere fuertemente que existe expresion endégena de SLO en este
circuito. Contrariamente a lo que ocurre con la sobreexpresion o la desregulacion de la
expresion génica, que pueden alterar propiedades de la célula por interferir con algin
proceso fisiolégico relevante durante el desarrollo de todo el individuo, el

silenciamiento sélo tiene efecto si el gen es expresado en el tejido en cuestion.
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PARTE II.- La sobreexpresion de slo altera especificamente las manifestaciones

comportamentales de los osciladores M y E.

En la secci6on anterior se demostr6 que la disminucion de la funcion de slo
especificamente en las NLvps produce alteraciones en la ritmicidad comportamental.
Para determinar si la sobreexpresion del canal en el circuito del reloj también afecta la
consolidacion de la actividad se generar6 una linea transgénica que permiten dirigir la
expresion de slo en forma tejido especifica, mediante el método de transformacién de

la linea germinal (ver materiales y métodos).

5.1.- La expresion de slo restringida a las NLvps no rescata el fenotipo de slo4.

En primer lugar se utilizé la linea UAS-slo para determinar si la expresiéon del canal
especificamente en el circuito del reloj era suficiente para rescatar la arritmicidad
comportamental del mutante nulo. Para esto se generaron las lineas pdf-Galg;slot y
tim-Galg;slo+ y se cruzaron por la linea UAS-slo. Analizando los porcentajes de
ritmicidad en LO y OO se encontr6é que si bien existe un pequeno incremento en el
porcentaje de ritmicidad en OO, éste no es significativamente distinto del de las lineas

silvestres (datos no mostrados).

Este resultado no es sorprendente dado que la expresion y funcién de este canal se
encuentra altamente regulada y seria improbable que los niveles de SLO generados a
partir de la expresion ectopica fueran los adecuados como para restaurar el nivel de
expresion endogeno. Por otro lado, si la oscilacion en los niveles del canal tiene
relevancia biologica ésta se veria inhibida por la utilizacion del sistema Galg/UAS, ya

que los niveles de expresion que se obtienen son constantes (Yang y Sehgal, 2001).
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5.2.- La sobreexpresion de slo en una linea silvestre provoca arritmicidad.

Para estudiar los efectos comportamentales de la sobreexpresiéon de slo se analiz6 el
patron de actividad de la progenie del cruzamiento entre la linea UAS-slo y pdf-Galg
en el contexto genético de una linea silvestre. En la figura 5.6 se muestran actogramas
representativos de individuos en los que el canal fue sobreexpresado bajo el promotor
de pdf.
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Figura 5.6.- La sobreexpresion de SLO genera desorganizaciéon de la
actividad en condiciones constantes. (A) Actogramas representativos de las lineas
control, UAS-slo y pdf-Gal4 en hetercocigosis, y de la linea pdf-Gal4/UAS-slo. Las
flechas indican el momento de transferencia a OO. El anélisis se realiz6 segin se

describe en materiales y métodos.

Ademas, al sobreexpresar slo bajo los promotores de tim y elav se encontr6 una
pronunciada arritmicidad en condiciones constantes, especialmente evidente en el
caso de elav, lo cual es esperable dado que se demostr6 previamente que el canal se
expresa en varios lugares del cerebro ademas de neuronas relevantes para el reloj
circadiano (ANEXO 6). Ademas, la capacidad de sincronizacion en ciclos de luz y
oscuridad también esta afectada, ya que estas moscas presentan niveles
anormalmente elevados de actividad nocturna. Estos resultados demuestran que la
alteracion de los niveles de slo especificamente en el circuito circadiano afecta las
manifestaciones comportamentales de los distintos osciladores tanto en ciclos de LO

como en condiciones constantes.
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DISCUSION

Los resultados presentados a lo largo de este trabajo de tesis corroboran la hipotesis
inicial que postulaba que slowpoke era una molécula clave para la salida de
informacién desde el reloj circadiano hacia las vias eferentes que en ultima instancia

posibilitan el control de la ritmicidad comportamental.

En primer lugar, se estudiaron las manifestaciones comportamentales mas
importantes del reloj circadiano y se demostr6 que todas se encuentran afectadas por
la mutacion en slo. Distintos escenarios podrian dar cuenta de este resultado: o bien el
reloj no puede ser sincronizado porque la mutacion afecta las vias de entrada que
permiten que las oscilaciones moleculares se ajusten a la fase determinada por el
Zeitgeber, o el oscilador molecular per se esta afectado, o la mutacién interfiere con

las vias a través de las cuales la ritmicidad se propaga rio abajo del reloj molecular.

La primera posibilidad puede ser descartada con so6lo analizar en detalle los
experimentos iniciales. Si las vias de entrada al reloj estuvieran afectadas, se
observaria ritmicidad comportamental a nivel individual pero desincronizaciéon entre
la poblacion (cada una de las moscas seria ritmica pero cada una exhibiria una fase
diferente). Una de las propiedades méas importantes del reloj circadiano es
precisamente que, si bien puede ser sincronizado por distintos factores ambientales,
es funcional aun si un organismo no ha sido expuesto en ningiin momento a factores
sincronizadores. De este modo, una linea de Drosophila que ha sido mantenida por
varias generaciones en condiciones constantes sigue manteniendo la ritmicidad
comportamental aunque el ritmo de cada uno de los individuos posee una fase
distinta. En forma analoga, lineas mutantes que son circadianamente ciegas, ya que
tienen afectadas todas las vias de sincronizaci6on fética, siguen manifestando
ritmicidad en condiciones constantes aunque no puedan ser sincronizadas a los ciclos
de LO (Helfrich-Forster et al., 2001). Esta situacion no es la que se observa al analizar
los mutantes en slo, donde la mayor parte de los individuos presenta arritmicidad o
ritmicidad débil. Ademas, al analizar sus oscilaciones moleculares en LO se ve que
todos los osciladores del cerebro estdn en fase con el Zeitgeber y resultan

indistinguibles de la linea control. Por lo tanto, se puede afirmar que la mutacién en
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slo no afecta las vias de fotopercepcion que median la sincronizacion del oscilador

molecular a los ciclos de luz y oscuridad.

Sin embargo, el comportamiento de slo# durante el ciclo de entrenamiento dista de ser
semejante al de la linea control. Mientras que las moscas CS exhiben el tipico fenotipo
crepuscular, respondiendo con picos de actividad a las transiciones de fase y
anticipando estas transiciones con un incremento gradual de la actividad, en el caso
de slo4 ni las respuestas directas a las transiciones ni las anticipaciones se ven con
claridad en ciclos de entrenamiento estandar. Ademéas, mientras que las lineas
silvestres son claramente diurnas (la cantidad de actividad promedio durante la fase
del dia es cerca del doble de la nocturna), las mutantes en slo no parecen poder
distinguir entre la fase diurna y la nocturna, ya que su actividad se encuentra
homogéneamente distribuida a lo largo del ciclo, a excepcion de un leve incremento en

respuesta al encendido de la luz.

Una situacion analoga se observa al entrenar a las moscas en ciclos de temperatura
(25°C-20°C), ya que mientras que la linea control consolida su actividad claramente
durante la fase de temperatura maés alta (que corresponde al “dia”), en slo4 la actividad
esta distribuida en forma indistinta entre las fases de alta y baja temperatura.
Nuevamente, estas mutantes no parecen poder interpretar comportamentalmente las
claves ambientales que en condiciones normales establecen la dicotomia entre el dia y

la noche.

El entrenamiento en ciclos de luz y oscuridad resulta méas informativo en términos de
la diseccion del funcionamiento de los componentes del reloj, ya que como se discutié
en la introduccién y en el capitulo 2, las anticipaciones a las transiciones de fase
representan las manifestaciones comportamentales del funcionamiento de los dos
osciladores que integran el circuito circadiano, el oscilador M y el oscilador E (Grima
et al., 2004;Rieger et al., 2006;Stoleru et al., 2004). Al estudiar el comportamiento de
las lineas mutantes en slo se ve que si bien en el caso de slo4 resulta dificil determinar
si estas anticipaciones estan presentes o no, en slo* se ve un claro incremento gradual
de la actividad a medida que se acerca la transicion de luz a oscuridad. Dado que estos
resultados sugerian que el oscilador E podia estar preservado, se utiliz6 otro

paradigma de entrenamiento que permite mayor resolucion en la separaciéon entre las
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respuestas directas a las transiciones y las anticipaciones. En esta condicion, las
moscas silvestres contindan anticipando la mafana y la noche en funcién de su
entrenamiento anterior, alrededor de las 8 a.m. y 8 p.m., mientras que responden a
las transiciones dos horas antes y dos horas después, respectivamente. Las mutantes
en slo no mostraron anticipacion de la manana pero si anticipaciéon de la noche,
especialmente evidente en el caso de slo'. Estos resultados demuestran que en ciclos
de LO, a pesar de que todos los grupos de neuronas que componen los osciladores del
cerebro estan sincronizados al ambiente, a nivel comportamental se vuelve evidente el
funcionamiento del oscilador E pero no del oscilador M, aquel que ocupa la jerarquia

mas alta en el control de la ritmicidad comportamental.

Por otro lado, tanto la expresion de la variante de splicing de slowpoke predominante
en el sistema nervioso como la utilizacién de una linea transgénica que remueve los
promotores neuronales del canal demuestran que la funcién de slo en SNC es
necesaria y suficiente para el rescate de los fenotipos asociados a la disfuncién del
circuito circadiano en slo4. La linea B52, que expresa la variante neuronal de slo, no es
significativamente diferente de la linea control respecto de su ritmicidad en
condiciones constantes, y en ciclos de LO resulta indistinguible de las moscas
silvestres tanto respecto de su capacidad de consolidar la actividad en la fase diurna
del ciclo como de las respuestas directas y anticipaciones a las transiciones de fase.
Contrariamente, la linea M131, que expresa la variante muscular del canal, exhibe un
fenotipo similar al de slo4 en todos los pardmetros mencionados. La capacidad de la
linea B52 de rescatar casi por completo el fenotipo de slo4 es llamativa, dado que como
la construccion que posee la secuencia del canal se ubica rio abajo de un promotor
constitutivo, es posible que se exprese en lugares donde no se expresa normalmente.
Sin embargo, estas moscas no presentan alteraciones comportamentales evidentes y
resultan en general indistinguibles de las lineas silvestres. Esto puede deberse a que el
alto nivel de regulacion del canal impida que se exprese o que sea funcional en
aquellos tejidos donde se lo estaria expresando ectépicamente. Se sabe que existen
varios moduladores de la probabilidad de apertura del canal, como SLOB, CamKII o
LEO, pero puede que existan otros reguladores que sean esenciales para que el canal
sea funcional, que al no estar presentes en otros tejidos impidan las disfunciones que
la expresion ectopica de slo podria causar en al linea B52. En cualquier caso,

previamente se demostr6 que esta linea es capaz de rescatar fenotipos
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electrofisiol6gicos y comportamentales asociados a la falta de slo en sistema nervioso

(Atkinson et al., 1998;Atkinson et al., 2000;Ghezzi et al., 2004).

El segundo escenario planteado al principio de la discusién presentaba la posibilidad
de que la mutacion en slo afectara intrinsecamente al oscilador molecular. Los
resultados obtenidos mediante inmunohistoquimica en los que se analiza el patron de
localizacion de PER y TIM en las NLvps en condiciones constantes revelan que las
oscilaciones moleculares en estas células estdn conservadas en slo4. Estos
experimentos demuestran en forma concluyente que la mutacion en el canal no afecta
el funcionamiento del reloj molecular, y aportan una evidencia importante en favor

del rol de slo en la salida hacia las vias efectoras.

Estos resultados son consistentes con los obtenidos por otros laboratorios al alterar la
excitabilidad de las neuronas del reloj de Drosophila con distintos canales i6nicos. En
uno de los casos se encontré que una mutacién en el canal narrow abdomen genera
un importante grado de arritmicidad comportamental sin afectar en absoluto las
oscilaciones moleculares en las NLvps (Lear et al., 2005a). En clara similitud con lo
reportado para la linea slo4 en el capitulo 2, en el mutante na la fase de las oscilaciones
moleculares en las ND1 esta adelantada, aunque contrariamente a lo que ocurre en el
mutante en slo en este caso aparentemente existe un incremento en la acumulacién de
PDF en las terminales dorsales. Mas aun, los autores encontraron que na se expresa

en las NLvps, y, sin embargo, afecta el comportamiento sin alterar el reloj molecular.

Por otro lado, experimentos llevados a cabo por Nitabach et al. (2006) demuestran
que el incremento en la excitabilidad de las NLvps mediante la expresion especifica de
tejido de NaChBac, un canal de sodio activable a voltajes despolarizados, afecta la
consolidacion de la actividad sin alterar las oscilaciones moleculares. Este canal
proviene de bacterias, y no se ha determinado hasta que punto su utilizacién puede ser
extrapolada a Drosophila. Sin embargo, es interesante destacar que también en este
caso las alteraciones en la excitabilidad neuronal mediadas por la disfuncién de un
canal ionico afectan la ritmicidad comportamental sin afectar el reloj molecular y
provocan desincronizacion en los grupos de neuronas dorsales. Los resultados
obtenidos en esta tesis, en conjunto con los recién mencionados, sugieren que las

alteraciones de la excitabilidad neuronal en las células del reloj de Drosophila no
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necesariamente repercuten en sus oscilaciones moleculares, pero afectan
directamente la capacidad de sincronizar tanto los osciladores que se encuentran rio

abajo como el comportamiento en actividad locomotora.

El efecto comportamental de la sobreexpresion de NaChBac en las NLvps no es
arritmicidad absoluta sino en realidad una descomposicién de la actividad en
multiples componentes de periodo, lo que se denomin6 ritmos complejos (Nitabach et
al., 2006). En este caso, el analisis de los periodogramas revela que para un individuo
existen multiples periodos que pasan la linea de significancia. En el caso de slo4,
aunque el porcentaje de ritmicidad resulta muy bajo en comparacion con el de la linea
control, la mayor parte de los individuos no son arritmicos sino débilmente ritmicos
(TABLA 1.1), de acuerdo a las categorias de analisis establecidas en el laboratorio (ver
materiales y métodos). En la figura 6.1 se muestra el resultado del analisis de un

experimento de actividad locomotora segiin una clasificacion alternativa.
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Figura 6.1. La mutacion en slo genera un patron de ritmicidad complejo. El
grafico muestra el resultado de un experimento representativo de actividad locomotora
que fue analizado segin el método alternativo que se describe en la seccién de
materiales y métodos. Los datos corresponden solo a los dias en condiciones
constantes. Las barras blancas corresponden al porcentaje de individuos para los que
un solo periodo pasa la linea de significancia (ritmicos) y las barras negras al porcentaje
de individuos para el cual no se detect6 ritmicidad (arritmicos). En todas las categorias
intermedias estan representados aquellos individuos en los que el programa detecta
maés de un periodo (MCP) y que en las condiciones de anélisis estandar se clasificarian

en su mayoria como DR.
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En el grafico se puede ver que, de hecho, la mayor parte de las moscas slo4 no son
arritmicas sino que presentan mas de un periodo, aunque en la amplia mayoria de los
casos la fuerza de todos ellos es muy leve (como revelan los valores de FFT para esta
linea). Segun los protocolos habituales de analisis de periodogramas, la mayor parte
de estos individuos de multiples periodos son clasificados como débilmente ritmicos,
precisamente porque tienen mas de una componente de periodicidad, y, ademas, en

general éstas no exceden considerablemente la linea de significatividad.

Dado que slowpoke esta involucrado en la repolarizacion de la membrana, y se ha
demostrado que alteraciones en su funcién afectan no sé6lo la forma y duracion de los
potenciales de accién sino también la liberaciéon de neurotransmisores y el potencial
de reposo (Atkinson et al., 1991;Atkinson et al., 1998;Atkinson et al., 2000;Brenner et
al., 2000), es posible que la mutacion nula en este canal también aumente la
excitabilidad neuronal, lo cual seria consistente con el hecho de que, como NaChBAc,

genera la desorganizacion de la actividad en multiples frecuencias.

Por otro lado, se ha reportado que el silenciamiento de la actividad eléctrica
especificamente en las NLvps provoca arritmicidad comportamental pero interfiere
con las oscilaciones moleculares en condiciones constantes (Nitabach et al., 2002) .
En este caso se utiliz6 una linea transgénica que permite la expresioén especifica de
tejido del canal de potasio Kir 2.1 (Rohrbough et al., 2003). Si bien esta observacion
parece contrastar con los resultados discutidos anteriormente, existe una diferencia
sustancial en la estrategia utilizada en este caso: la sobreexpresion de un canal como
Kir no modifica la excitabilidad neuronal o la forma de los potenciales de acciéon sino
que anula por completo el potencial de membrana debido al incremento masivo en la
conductancia de potasio. Por este motivo, no es una situacién analogable a las
anteriores, ya que existe una enorme cantidad de procesos fisioloégicos que dependen
de la existencia de una adecuada diferencia de potencial entre el interior y el exterior
celular, y no es sorprendente que las oscilaciones moleculares que subyacen al reloj

circadiano sean parte de ellos.
En el caso del mutante slo4, las alteraciones en la actividad eléctrica causadas por la

falta del canal provocan defectos evidentes en las vias de sefhalizacion rio abajo de las

NLvps. La desincronizacion observada en los grupos dorsales, NLds y ND1, es
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consistente con la observacion de que la sefial del neuropéptido PDF, tinico factor
sincronizador conocido del reloj circadiano en Drosophila, estd severamente
disminuida. Ademas, en ausencia de slo desaparece la oscilacion en la intensidad de

PDF en las terminales dorsales de las NLvps.

Mas aun, los resultados obtenidos al dirigir el reportero GFP a la membrana de las
NLvps en la linea slo4 demuestran que no solamente la sefial de PDF se encuentra
afectada en ausencia del canal sino que la estructura del circuito subyacente esta
colapsada. Se ha reportado previamente (Griffith y Budnik, 2006) que la adecuada
actividad eléctrica de una neurona durante su desarrollo es esencial para el correcto
establecimiento de las conexiones sinapticas. De hecho, se ha demostrado que
mutaciones en canales de potasio generan patrones aberrantes en la morfologia

axonal en motoneuronas de la placa neuromuscular de Drosophila.

Estos resultados motivaron un anlisis mas exhaustivo de la morfologia de las
terminales dorsales de las NLvps, que dio lugar al conjunto de experimentos
presentados en el capitulo 4, donde se demuestra que existe una regulacién circadiana
de la plasticidad estructural en este circuito. Este es un potencial mecanismo adicional
que podria ser utilizado por las neuronas del reloj para el acceso diferencial a sus
contactos postsinapticos, que en tltima instancia permitiria un control mas fino de la

ritmicidad comportamental (Fernandez et al., en revision).

El tercero de los escenarios posibles presentados al inicio de la discusion planteaba la
posibilidad de que la mutacion en slo afectara las vias de salida de informacion rio
abajo del reloj. En suma, los resultados presentados a lo largo de esta tesis apoyan la
hipétesis de que slowpoke es parte de un mecanismo inherente al reloj circadiano que
permite a las neuronas que lo componen la regulaciéon temporal de la excitabilidad del
circuito. Los experimentos de localizacion del canal mediante inmunohistoquimica no
permiten concluir categéricamente que es expresado en alguno de los grupos
canonicos del reloj, pero distintas lineas de evidencia sugieren que ésta es la situaciéon
mas plausible. Por un lado, la interferencia mediada por RNA especificamente en las
NLvps produce alteraciones en la ritmicidad comportamental. Por otro, la oscilaciéon
de slo reportada a nivel de RNA y proteina (Ceriani et al., 2002) sugiere que el canal

se expresa o bien en lugares en los que los genes del reloj se expresan o en células
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donde moléculas que se encuentran rio abajo de los componentes del reloj son

responsables de esta regulacion.

Ademés, la observacion de que canal deja de oscilar en la linea Clkik sugiere que al
menos en algunos grupos de neuronas relevantes para el control del comportamiento
S10 y CLK son coexpresados, y aporta una fuerte evidencia en favor de la hipotesis de
que la regulacion circadiana en los niveles slo es un mecanismo esencial mediante el
cual el reloj circadiano modula diferencialmente las propiedades de la membrana.
Mas atn, slo oscila en fase con slob, su principal regulador, por lo que en los
momentos de la noche y de la noche subjetiva donde la expresion del canal es maxima
también se encuentra el pico de expresion de la proteina que regula positivamente su

probabilidad de apertura.

Finalmente, en el transcurso de este trabajo aparecieron varios resultados interesentes
de distintos laboratorios que sugieren que el modelo propuesto en esta tesis, en el cual
slowpoke es un componente esencial de la salida del reloj circadiano, es un
mecanismo conservado a través de la evolucion. Se ha reportado que el analogo de slo
en mamiferos, BK, oscila en el nticleo supraquiasmatico, el reloj central en mamiferos,
exactamente en la misma fase que la reportada en Drosophila, y que esta oscilaciéon
desaparece en un mutante para per (Meredith et al., 2006). Lo que es ain mas
sorprendente es que los autores demuestran que un mutante nulo en mslo también
presenta arritmicidad comportamental aunque las oscilaciones moleculares en el NSQ

no se encuentran afectadas.

En mamiferos no estin desarrolladas las multiples herramientas genéticas que
posibilitaron la diseccidon de las alteraciones diferenciales que la ausencia del canal
provoca en los distintos osciladores del cerebro, pero la utilizacion de técnicas
electrofisiol6gicas en las neuronas del reloj permite estudiar el mecanismo que
involucra a slo como una molécula clave en la salida del reloj. Desde hace tiempo se
sabe que existe una oscilacion circadiana en la frecuencia de disparo espontaneo en el
NSQ que desaparece en los mutantes del reloj. Ademas, se han encontrado en las
neuronas del reloj oscilaciones circadianas en corrientes de potasio dependientes de
calcio (el tnico canal conocido que involucra una corriente de este tipo es slo)

(Kuhlman y McMahon, 2004;Pitts et al., 2006). La observacién de que la oscilacion en
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los PA del NSQ desaparece en ausencia de slo demuestra que la actividad de este canal
es un factor fundamental en el mecanismo de regulacion de las propiedades de la

membrana por parte del reloj circadiano (Meredith et al., 2006).

Este sorprendente resultado llevo a la postulacion de un mecanismo presente en las
neuronas que componen el reloj circadiano de mamiferos por el cual la oscilaciéon en
los niveles de slo afectaria directamente la excitabilidad neuronal, siendo el principal
factor responsable de la oscilaciéon en la frecuencia de disparo del NSQ (Colwell,

2006).
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Figura 6.2. La oscilacion en los niveles de
slowpoke determina la oscilacion en la frecuencia
de disparo del NSQ. Adaptado de Colwell et al 2006.

Este modelo sostiene que durante la noche, cuando la expresion de slo es maxima, la

hiperpolarizacion de la membrana neuronal provocada por el aumento en la corriente
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de potasio mediada por el canal genera una disminucién en la frecuencia de
potenciales de accion espontaneos. Por el contrario, durante el dia, las neuronas del
NSQ estan mas despolarizadas ya que la expresion del canal est4 en su nivel minimo, y
esta disminucién en los niveles de slo correlaciona con el aumento en la frecuencia de
disparo (FIGURA 6.2). En el mutante nulo en mslo, las membranas de las neuronas del
NSQ estan permanentemente despolarizadas y la frecuencia de disparo es

constitutivamente alta (Meredith et al., 2006).

La oscilacion en la frecuencia de disparo, determinada por la excitabilidad diferencial
de la membrana entre el dia y la noche (y entre el dia subjetivo y la noche subjetiva),
posibilitaria entonces la propagacion ritmica de las senales eléctricas rio abajo del
reloj molecular. Ademas, la ritmicidad en la expresion de distintos factores secretados,
como posiblemente sea el caso de PDF en Drosophila, dependeria también de la

excitabilidad de las neuronas del reloj en un determinado momento del ciclo.

Esta oscilacion en las propiedades eléctricas de membrana de las neuronas del reloj
determina su capacidad de controlar la consolidacion de la actividad. La posibilidad
de que en el mutante slo4 las neuronas que integran el oscilador M estén “atascadas”
en una condicion explicaria la casi absoluta incapacidad de esta linea para consolidar
su actividad en la fase diurna en todas las condiciones experimentales analizadas. El
hecho de que las mutantes en este canal nunca puedan distinguir el dia de la noche
aporta fuertes evidencias en favor del modelo en el cual la oscilaciéon en la actividad
eléctrica de las neuronas del reloj es un factor esencial en la propagacion de las
oscilaciones moleculares que en ultima instancia posibilitan el control circadiano de la

ritmicidad comportamental.
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ANEXO 1.-
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ANEXO 1. Familias y subfamilias de canales de potasio. Los canales conocidos se clasifican segin
la similaridad de sus secuencias aminoacidicas. La clasificacion primaria se establece en funciéon de la
topologia de membrana (2, 4 o 6 pasos transmembrana). El diagrama fue realizado alineando las
secuencias de 89 canales, principalmente de mamiferos. Se indica s6lo un miembro representativo de

cada subfamilia. La longitud de las ramas no representa intervalos temporales sino relaciones evolutivas

(Hille, 2001).
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ANEXO 2.-

3? estadio larval

ANEXO 2. Ciclo de vida de Drosophila. El ciclo de vida de Drosophila tiene una
duracién que varia entre 10 y 15 dias, dependiendo de la temperatura. A 25°C, la
temperatura utilizada habitualmente en las cAmaras del laboratorio, este ciclo dura 12 dias
en promedio. A partir de los huevos fecundados se desarrolla el embrion, que pasa por
distintos estadios facilmente identificables. Aproximadamente 24 horas més tarde
emergen larvas de primer estadio, que al segundo dia pasan a ser larvas de segundo
estadio y 24 horas mas tarde se desarrollan a larvas de tercer estadio, que a las 48 horas
generan la pupa. El proceso de metamorfosis se completa en 4 dias, dando lugar al adulto
farado. A partir del momento de la eclosion, las moscas viven cerca de 60 dias (para una

temperatura de 25°C) (adaptado de FlyMove-Trends in Genetics 19, 2003).
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ANEXO 3.-
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ANEXO 3.1. Oscilaciones moleculares en ciclos de luz y oscuridad en las
neuronas del circuito PDF. Moscas recién eclosionadas (0-5 dias) de las lineas CS 'y
slo4 fueron sincronizadas en ciclos LO y las muestras fueron tomadas durante el quinto
dia del ciclo de entrenamiento. En la figura se muestran imigenes representativas
obtenidas mediante microscopia confocal de cerebros en los que se realizd
inmunohistoquimica para evaluar el patréon de distribucion de TIM (rojo) o PER
(verde) en los puntos ZT5, ZT11, ZT17 y ZT23. PAP (pro PDF, sefal azul) se utiliz6 como
marcador para identificar univocamente las NLvs en los cerebros de moscas CS (panel
superior) y slo4 (panel inferior). A su vez, las NLvps y NLvgs pueden distinguirse entre
si facilmente por su forma, posicién y tamaiio. El experimento fue repetido 2 veces con

idénticos resultados.
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ANEXO 3.2. Oscilaciones moleculares en ciclos de luz y oscuridad en
las neuronas que integran el oscilador E. Moscas recién eclosionadas (o-
5 dias) de las lineas CS y slo4 fueron sincronizadas en ciclos LO y las muestras
fueron tomadas durante el quinto dia del ciclo de entrenamiento. En la figura se
muestran imagenes representativas de cerebros en los que se realizd
inmunohistoquimica para evaluar el patron de distribucién de TIM (rojo) y PER
(verde) en los puntos ZT5, ZT11, ZT17 y ZT23 respecto del marcador ELAV
(azul), cuya localizacion es constitutivamente nuclear. sp indica superposicion
de las tres sefiales. El analisis de la localizacion se realizoé como se describe en la
seccion de materiales y métodos. El experimento fue repetido 2 veces con

idénticos resultados.
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ANEXO 4.-

o

ANEXO 4.1. Expresion de mSLO en cerebros de Drosophila. Inmunohistoquimica en cerebros

de individuos adultos incubados con un anticuerpo especifico contra la proteina SLO-1 de mamiferos. Si
bien se detect6 sefial del canal en diversos grupos de fotorreceptores, la sefial obtenida no se corresponde
con el patrén esperable para dSLO, cuya expresion en distintas regiones del cerebro detectada mediante

hibridizacién in situ fue reportada previamente (Becker et al., 1995).

[70]

ANEXO 4.2. Expresion del gen reportero P galactosidasa bajo el control del promotor
completo de slowpoke. Imagenes representativas de la sefial obtenida mediante inmunohistoquimica
en cerebros de moscas jovenes (0-5 dias) de la linea transgénica slo-LacZ con un anticuerpo dirigido
contra la proteina BGAL. Si bien en este caso si fue posible detectar expresion del canal en varias regiones
del cerebro del adulto, consistente con los datos reportados por el laboratorio del Dr. Nigel Atkinson
(Becker et al., 1995), a partir de la localizacion de la proteina BGAL no se pudo determinar si existia
colocalizacién con distintos marcadores de neuronas del circuito circadiano. La secuencia del gen LacZ no
posee sefales de localizacién nuclear ni citoplasmatica, y su distribucion dentro de la célula es incierta

(N.Atkinson, comunicacién personal).
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ANEXO 4.3. Expresion del gen reportero GFP bajo el control de la linea slo-

Galg. La sefial de GFP en moscas adultas de la progenie del cruzamiento de las lineas slo-
Galg y UAS-mCD8-GFP (GFP fusionada a un marcador de membrana) o UAS-nls-GFP (GFP
fusionada a una sefial de localizaciéon nuclear) fue analizada mediante inmunohistoquimica.
(A-E) Cerebros de moscas slo-Gal4/UAS-mCD8GFP fueron incubados con anticuerpos anti
PDF (rojo) y anti GFP (verde). Las imigenes A-D representan una galeria de imagenes de 1
um de espesor, de anterior a posterior. Mediante esta técnica se detectd expresion de slo en
los 16bulos antenales (LAs), los ellipsoid bodies (EBs), y las células de Kenyon (CK) de los
cuerpos peduncuados (CP). En la figura D se muestra una imagen de mayor magnificacion
(optical slice 0,6 um) donde se ve una de las células que expresan slo en el protocerebro
dorsal, ubicada en las terminaciones axonales de las NLvps. Este putativo contacto con las
NLvps se encontro en 24 de 38 hemisferios analizados, en 4 experimentos independientes.
La figura E muestra la expresiéon de SLO en la pars intercerebralis (PI). (F-I) Cerebros de
moscas slo-Gal4/UAS-nls-GFP fueron incubadas con anticuerpos anti TIM (rojo) y anti GFP
(verde) en el punto CT2 del segundo dia en condiciones constantes. Ninguno de los grupos
de neuronas dorsales (ND1, ND2 y ND3) colocaliza con células que expresan SLO. Sin
embargo, dado que la linea slo-Gal4 no contiene la secuencia completa del promotor de
slowpoke, no puede descartarse la posibilidad de que existan otras células que expresan el

canal que no puedan ser detectadas mediante esta estrategia.
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ANEXO 5.-
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ANEXO 5.- La sobreexpresion de slo provoca
desconsolidacion de la actividad locomotora. Moscas
provenientes de la progenie de cruzamientos entre la linea transgénica
UAS-slo y distintas lineas Galgq fueron analizadas en el paradigma
comportamental estandar. (A) Actogramas representativos de las lineas
pdf>UAS-slo, tim>UAS-slo y elav>UAS-slo donde se ve la
desconsolidacién de la actividad incluso durante el ciclo de LO. (B-C)
Porcentajes de individuos ritmicos, débilmente ritmicos y arritmicos de

cada una de las lineas en el ciclo de LO y OO.
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MATERIALES Y METODOS

1.-Lineas de Drosophila empleadas

1.1.- Mantenimiento de stocks

Todas las lineas de Drosophila utilizadas en los experimentos de esta tesis se
mantuvieron en medio de crecimiento estandar preparado a base de harina de maiz,
agar, levadura, sacarosa, Nipagin y acido propionico. Los cruzamientos y stocks se
mantuvieron habitualmente en viales de vidrio de 2 cm de didmetro y 10 cm de alto
(Lumenglass). Al momento de amplificar una linea se utilizaron botellas con el mismo

medio de cultivo, por su mayor capacidad (250 cm3) (Genesee Scientific).

El laboratorio posee cinco incubadoras que mantienen condiciones controladas de luz
y temperatura (25°C) para el mantenimiento de las lineas. Segin los requerimientos
experimentales, los viales o botellas fueron mantenidos en incubadoras o en el cuarto
de moscas, a 18°C. Para seleccionar individuos segiin sexo, presencia o ausencia de
cromosomas balanceadores, color de ojos u otros marcadores fenotipicos las moscas
se analizan bajo la lupa sobre una plataforma porosa a través de la cual se filtra CO2,
que en Drosophila tiene efecto anestésico. Todos los experimentos comportamentales
se analizaron al menos 24 horas después de que las moscas fueran sometidas al
tratamiento con CO2. Para los cruzamientos entre las lineas de interés se
seleccionaron hembras virgenes (menos de 8 horas transcurridas desde el momento
de la eclosion, a 25°C) con el objetivo de controlar el genotipo de la progenie (las
hembras de Drosophila tienen una espermateca en la que puede “almacenarse” el
esperma de los machos con los que se han apareado anteriormente). Los cruzamientos
normalmente consisten de un promedio de 10 hembras por cada 3 machos. En general
se agreg6 una pequeiia cantidad de levadura hidratada (5 gr) a cada vial para

optimizar la ovipuesta.

1.2.- El sistema GAL4/UAS
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Esta es probablemente la herramienta mas ampliamente utilizada por los laboratorios
que utilizan Drosophila como sistema modelo en el mundo. Este sistema heterélogo
(proviene de levaduras) permite la expresion de un gen de interés en un determinado
tejido. Se basa en la afinidad del factor de transcripcion Galg por la secuencia UAS

(upstream activating sequence) (Brand y Perrimon, 1993).

Una linea que expresa Galg bajo un promotor especifico de tejido (P) es cruzada por
otra que expresa un gen X bajo la secuencia UAS (por ejemplo, UAS-GFP); el
resultado es que so6lo en aquellos individuos de la progenie que posean ambas
construcciones se expresara 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 portara tanto la secuencia P-Gal4 como UAS-X o bien se parte de
progenitores homocigotas para cada una de ellas o se utilizan en heterocigocis sobre
cromosomas balanceadores. Los experimentos se realizan con la fraccion de la F1 que

no posee ningun balanceador (es decir, se “selecciona en contra” del balanceador).

1.3.- Lineas recombinantes

En Drosophila la recombinaciéon meibética ocurre uUnicamente en las gametas
femeninas. La utilidad de generar lineas recombinantes consiste en que se puede tener
en un mismo cromosoma dos construcciones de interés. Esto permite, por ejemplo,
analizarlas en combinacién con otras construcciones o con mutaciones presentes en
otros cromosomas. La frecuencia de recombinacién es proporcional a la distancia
entre las entidades a recombinar. Para generar lineas recombinantes se parte de
hembras virgenes heterocigotas para los dos elementos a recombinar, para luego
cruzarlas con machos balanceados para el cromosoma de interés. De la progenie se
recuperan machos individuales balanceados en los que se les analiza la presencia de
ambas construcciones a recombinar. Para los experimentos de esta tesis se genero la
linea recombinante pdf-Galg-UAS-mCD8-GFP. Ambas construcciones estan en el
segundo cromosoma. La generacién de esta linea permitié analizar la morfologia del
circuito PDF mediante el anticuerpo anti GFP en los backgrounds de slo4 o pere:, por

ejemplo, con un esquema de cruzamientos sencillo.
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1.4.- Lineas de moscas utilizadas.

LINEAS Galg:

% pdf-Galg: laboratorio del Dr. Jeff Hall.
< tim-Galg: laboratorio del Dr. Jeff Hall.
% Elav-Galg: Bloomington Stock Center.
% slo-Galg: laboratorio del Dr. Nigel Atkinson.

LINEAS UAS:

< UAS-mCDS8-GFP Il y III: Bloomington Stock Center.
% UAS-slo: generada en el laboratorio.
% UAS-slo.RNAi: Obtenida del Dr. Barry Dickson, coleccion de RNA de

interferencia del IMB en Austria, Viena.

LINEAS DE GANANCIA DE FUNCION:

®,

% Bs2: laboratorio del Dr. Nigel Atkinson.
< Mai31: laboratorio del Dr. Nigel Atkinson.

LINEAS DE PERDIDA DE FUNCION:

< slo#: laboratorio del Dr. Nigel Atkinson.
% slo: laboratorio del Dr. Nigel Atkinson.
% Ash218: laboratorio del Dr. Adam Shearn.
% per°t: laboratorio del Dr. Jeff Hall.

% time: laboratorio del Dr. Jeff Hall.

% pdfor: laboratorio del Dr. Paul Taghert.

% Clki: laboratorio del Dr. Jeff Hall.

DEFICIENCIES:

R/

« Lineas 1972, 3345, 5601, 2366 y 2363: obtenidas de Bloomington Stock Center.
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2.- Generacion de lineas transgénicas

Para la generacion de moscas transgénicas se utilizo la estrategia de transformacion
de la linea germinal mediada por Elementos P. Las construcciones conteniendo al
cDNA de slo bajo la secuencia UAS fueron generadas por la Dra. M. Fernanda Ceriani.
Las construcciones de ADN en el vector pCaSpeR se inyectaron junto a un plasmido
helper, que contiene la secuencia necesaria para la expresion de la enzima
transposasa, que media la insercion del elemento P a la célula embrionaria. Ademas,
este plasmido contiene la secuencia del gen mini white (w+), que confiere
pigmentacion a los ojos. El color obtenido ira desde el amarillo palido al rojo intenso

segun las regiones regulatorias de la region genémica donde el plasmido se inserte.

Se utilizaron embriones de la linea y w, que fueron inyectados en un lapso de 27
minutos a partir del momento de la ovipuesta. Sin remover el corion, fueron
inmovilizados sobre una cinta de doble faz pegada a un portaobjetos. Para inyectarlos
se utilizaron capilares Narishige de 1mm x 9gomm, a los que se dio forma en un
estirador vertical Narishige PC-10. Los capilares se obtienen en dos etapas, una a
63°C y otra 68.9°C, y se llenan con 5ul de solucién de inyecciéon con un tip Eppendorf
de 10 pl (para el cargado de geles de secuenciaciéon). Esta solucién contiene 0,4ug/ul
del ADN pCaSpeR-UAS y 0,25ug/ul de plasmido T-helper en un volumen total de 1oul
de bufer [smM KCl, 0,5mM NaH2PO4 pH 7.8]. Previamente se centrifuga durante 10
minutos a 10000 g y se transfiere a un nuevo tubo. Los embriones fueron inyectados
bajo un microscopio Olympus BH, sumergidos en aceite halocarbonado 700 (Sigma
H8898) para evitar la deshidratacion, utilizando el microinyector Tranjector 5246
(Eppendorf). Luego se dejaron desarrollar a 18°C durante 48 horas. Las larvas, que
emergen durante las primeras 24 horas, fueron transferidas a un vial con alimento
(ver seccion 1.1). Los adultos obtenidos fueron cruzados en forma individual con
moscas DB. De la progenie obtenida se seleccionaron moscas con ojos de color, lo que
indica que el plasmido conteniendo la secuencia y el gen mini white (w+) se ha

integrado al genoma.
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Para determinar en qué cromosoma quedd insertada la construcciéon se realiza un
mapeo por andlisis de segregaciéon del marcador dominante mini-white (w+)
codificado en el elemento P. Para ello se cruzaron los individuos con ojos de color
obtenidos en la F1 con moscas DB. Si el elemento P esta inserto en el cromosoma X, el
marcador w+ es heredado solamente por las hembras pero no por los machos de la F1.
En cambio, si el gen de interés esta inserto en el segundo o en el tercer cromosoma se
obtendran en la F1 machos que llevan al transgén y los marcadores del DB
simultaneamente (o bien ES o bien CyO y TM3 simultidneamente, ya que se segregaran
juntos). Para definir en qué cromosoma autosémico se encuentra la insercion se
realiza un segundo cruzamiento, donde esos machos candidatos son cruzados
nuevamente por hembras DB. En la progenie de este segundo cruzamiento se analiza
si el marcador w+ del transgén se cosegrega con el marcador dominante del segundo o
del tercer cromosoma. El elemento P segregara de manera excluyente con respecto al
marcador del cromosoma en el que se encuentra inserto, mientras que coexistira con
el marcador del cromosoma en el que no se ha insertado (en el infrecuente caso en que
el transgén se inserte en el cromosoma IV, se segregara de modo independiente tanto

del marcador del segundo cromosoma como del tercero).

3.- Analisis de actividad locomotora

3.1.- Analisis automatizado de actividad locomotora

El monitoreo de la actividad locomotora se lleva a cabo poniendo machos
individualmente en tubos de vidrio de 50 mm de didmetro, que a la vez se colocan en
monitores de adquisicion de datos (Trikinetics). Cada uno de los monitores tiene
capacidad para 32 canales, en cada uno de los cuales se coloca uno de los tubos de
vidrio. Hay dos hileras de canales, cada una de las cuales es flanqueada por un haz de
luz infrarrojo, que no afecta el comportamiento de las moscas en oscuridad ya que
éstas no detectan luz de longitudes de onda entre 850 y 950 nm. Cada vez que una
mosca interrumpe el haz de luz se registra como un dato. La actividad se adquiere

como la sumatoria de los registros obtenidos en intervalos de 30 minutos.
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actograma

S
\ ; / AN clocklab

periodograma

Figura 7.1.- Andlisis automatizado de la actividad locomotora. Esquema del proceso
de obtencién de actogramas individuales para un experimento de actividad locomotora. En la
figura se muestran cuatro monitores de actividad, en cada uno de los cuales se ubican 32 tubos,

con un macho de Drosophila en cada uno de ellos.

La informacion es obtenida mediante una computadora conectada mediante cables
telefonicos directamente a las incubadoras donde se ubican los monitores. Los datos
obtenidos se analizan mediante un software comercial (Clocklab, Actimetrics, IL). Por
cada canal se obtiene el registro de la actividad de una mosca durante la totalidad de
los dias que dura el experimento. A partir de estos datos se construye el actograma
para ese individuo. Ademaéas, el software brinda informacion sobre distintos
parametros, como la cantidad total de actividad, el inicio y finalizaci6n (onset y offset)
de la actividad, etc. Para obtener el periodo asociado a cada individuo se analizan los
dias en condiciones constantes (salvo casos excepcionales donde se desee obtener
informacion sobre la ritmicidad en LO) mediante Chi cuadrado, con una significancia
de 0,05. De acuerdo al periodograma obtenido, cada individuo se clasifica como

ritmico, débilmente ritmico o arritmico:
< RITMICO: Cuando los datos se ajustan a una funcion con un tnico periodo. El
pico correspondiente al periodo asignado es el tinico que pasa la linea de

significancia.

< DEBILMENTE RITMICO: El periodo encontrado apenas pasa la linea de

significancia, o bien varios picos la atraviesan.

% ARRITMICO: Cuando el programa no identifica periodicidad alguna, o lo hace

en rangos fuera de lo esperado (<12 hs, >40 hs).
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3.1.1.- Anélisis alternativo del fenotipo comportamental.

La figura 6.1 se realizo sobre la base de un analisis alternativo de los periodogramas,
adaptado de lo reportado por Nitabach y colaboradores (Nitabach et al., 2006). En
este caso, en lugar de clasificar cada actograma segin las tres categorias descriptas
previamente, se incorporaron nuevas categorias de modo de poder comparar con un
grado mayor de detalle los fenotipos comprtamentales de las lineas CS y slo4. Ademas
de las categorias de “ritmico” y “arritmico” descriptas anteriormente, se incorpora un
desglosamiento de la categoria “débilmente ritmico”: todos aquellos periodogramas
que presentan multiples periodos (MP) se agrupan ahora en 4 categorias diferentes,

segun la cantidad de picos que pasan la linea de significatividad en cada caso.

< 1R y MP: S6lo uno de los periodos pasa la linea de significancia, existen
multiples picos pequenos que la tocan. Corresponden a periodogramas que
habitualmente se clasificarian como débilmente ritmicos, a menos que la
diferencia entre el pico mayor y los otros sea extremadamente grande, en cuyo

caso se clasificarian excepcionalmente como ritmicos.
< 2Ry MP: igual al caso anterior, pero con dos picos importantes que atraviesan

la linea de significancia. Corresponden a periodogramas que habitualmente se

clasificarian como débilmente ritmicos.
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®,

% MAS DE 3R: tres o mas picos importantes atraviesan la linea de significancia.
Corresponden a periodogramas que habitualmente se clasificarian como

débilmente ritmicos.

% SOLO MP: ningin pico importante atraviesa la linea de significancia.
Corresponden a periodogramas que habitualmente se clasificarian como
débilmente ritmicos, excepto que varios picos similares apenas toquen la linea
de significancia y la inspeccion visual del actograma no revele un patron de

ritmicidad residual, en cuyo caso se clasificarian como arritmicos.

1Ry MP 2Ry MP mas de 3R s6lo MP

3.2.-Eclosion

Botellas conteniendo las lineas parentales que dan origen a las moscas utilizadas en
los experimentos de eclosion fueron sincronizadas en ciclos de LO a 25°C. Larvas de
tercer estadio y pupas se colocaron en los discos de los monitores de eclosion
(Trikinetics, Waltham, MA) sobre cinta adhesiva de doble faz durante el Gltimo dia de
LO. A partir de ese momento el registro del patron de eclosion de la poblacion fue
monitoreado en condiciones constantes, mediante un sistema de haz infrarrojo similar
al utilizado en los monitores de actividad locomotora. Los experimentos fueron
repetidos entre 3 y 5 veces. Los datos obtenidos se analizan mediante el software
Clocklab que asigna un periodograma a cada uno de los registros en forma analoga al

analisis de los actogramas.

3.3.-Analisis Estadisticos
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En todos los casos el analisis estadistico se realiz6 mediante el programa Graphpad
4.0 Prism (San Diego, CA). Para los experimentos de actividad locomotora, tanto la
significancia estadistica de los periodos como de los porcentajes de ritmicidad de los
distintos genotipos fueron determinados mediante anélisis de la varianza (ANOVA)
con test de comparaciones multiples de Bonferroni (excepto en los casos en los que
s6lo se compararon dos genotipos, como en la figura 5.5, donde se utilizé un t-test).
En el caso de los periodos, se agruparon todos los periodos asignados a cada individuo
ritmico de un genotipo determinado en todos los experimentos analizados. El n en
esos casos corresponde al nimero de moscas ritmicas. Para los porcentajes de
ritmicidad, cada dato es el porcentaje asignado a una poblaciéon en un experimento,

por lo que el n representa la cantidad de experimentos.

4.- Inmunohistoquimica y analisis de imagenes

4.1.- Inmunohistoquimica en cerebros de moscas adultas

En primer lugar las moscas son decapitadas en buffer de diseccion utilizando pinzas
de diseccion u hojas de afeitar. Las cabezas se colocan en solucion de fijacion
(paraformaldehido 4%, PB 0,1M) durante aproximadamente 40 min. a temperatura
ambiente. El tiempo de diseccion varia segin el color de ojos de las moscas utilizadas
y las particularidades de cada anticuerposs. Después de la fijacion, las cabezas se
enjuagan en PT (PBS 0,1% Triton X-100) y se disectan en PT o buffer de diseccion
mediante pinzas n°5 (Dumont) bajo una lupa Leica CLS 100X. La diseccion se realiza
en placas de sylgard, bajo una fuente de luz fria. Luego se lavan los restos de fijador

entre 3y 7 veces, en PT, a temperatura ambiente y se bloquea durante una hora.

Los cerebros se incuban con el anticuerpo primario a 4°C, generalmente ON. El
tiempo de incubacion con el anticuerpo primario varia segin cada caso, llegando hasta
48 h. en caso del anticuerpo anti PDF hecho en rata (obtenido del laboratorio del Dr.

Jeff Hall). Posteriormente se remueve el anticuerpo primario y se hacen 5 lavados con

35- Las moscas de ojos blancos pueden fijarse por un periodo de hasta 3 horas en hielo, mientras que las moscas de ojos
rojos por un méximo de 1,5 horas en hielo 0 40 minutos a temperatura ambiente, debido a que la pigmentacion de las

omatidias “tifie” los cerebros e interfiere con la deteccién de la sefial.
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PT en agitacion, de aproximadamente 20 minutos cada uno. A continuacion se agrega
el anticuerpo secundario en oscuridad diluido en PT (habitualmente 1:250) y se
incuba durante 2 horas a temperatura ambiente. En los casos en los que el anticuerpo
primario genera una gran cantidad de sefial inespecifica, se incuba tanto el anticuerpo
primario como en secundario con 15% de suero normal de cabra. Luego de remover el
anticuerpo secundario los cerebros se lavan exhaustivamente en tubos cubiertos por
papel de aluminio, entre 3 h. (a temperatura ambiente) y ON (a 4°C) en PT,
cambiando la solucion de lavado tan frecuentemente como sea posible. Finalmente,
los cerebros se montan3® en portaobjetos de 3°° x 1 ““x 1 mm (Fisher) en
aproximadamente 20 pl de una soluciéon conteniendo 80% de glicerol en PT y se
cubren con cubreobjetos de 18 mm de lado (Marienfeld GmbH). Los cerebros se
colocan en el centro de un cuadrado realizado con esmalte de ufias transparente y

luego de cubrirse se sellan con el mismo esmalte.

4.1.1.- Anticuerpos

4.1.1.1. —Anticuerpos primarios

ANTICUERPOS DILUCION TIEMPO DE INCUBACION ORIGEN

anti PER 1:700 ON Michael Rosbash
anti TIM 1:700 ON Michael Young
anti PDF 4, 1:500 48 hs Jeff Hall

anti PDF conejo 1:1000 ON NeOmps

anti PAP 1:1000 ON Paul Taghert
anti ELAV 1:20 ON Hibridoma bank
anti mSLO ¢onejo ~ 1:50 2 hs Osvaldo Uchitel
anti pSLO 1:500 ON D. Wiecher

anti bgal 1:500 2hs molecular probes
anti GFP o110 1:500 ON Upstate

anti GFP conejo 1:500 ON Invitrogen

anti PDFR conejo ~~ 1:500 ON Paul Taghert

36 -Este paso debe realizarse con la menor cantidad de luz ambiental posible ya que los anticuerpos conjugados a

compuestos fluorescentes son fotosensibles.
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4.1.1.2. —Anticuerpos secundarios.

Todos los anticuerpos secundarios utilizados provienen de Jackson Inmunoresearch.
Se utilizaron en una diluciéon de 1:250 en PT y se incubaron durante 2 hs a

temperatura ambiente.

% Contra conejo: Cy2, Cy3, Cys, Alexa 488, Alexa 594.
% Contra raton: Cy3s, Cy2 especifico de IgG1, Alexa 594.
% Contra pollo: Cy2.

% Contra rata: Alexa 594, Cy2.

% Contra cobayo: Cy3.

4.1.2.- Soluciones

< PB (buffer fosfato) 10 x: y7omM Na,HPO,, 3omM Na,HPO,, pH 7.4

< PBS10x: PB 1x, 0.15 M NaCl, pH 7.4

% Solucion de bloqueo: 7% suero normal de cabra en PT

% Stock de Paraformaldehido 8%: diluido en H20 bidestilada, a 50°C, con 5gr de
NaOH

% Mantenido a -20°C

«» PT: PBS 1x, 0,1% Tritén X-100

4.2.- Curvas de tiempo

En el caso de las curvas de tiempo en oscuridad las cabezas son seccionadas en
oscuridad, en el cuarto de moscas, mediante una luz roja para evitar la degradacion de
las proteinas del reloj. Esta operacion se realiza con hojas de afeitar o pinzas de
disecciéon n°5 (Dumont). Las cabezas se colocan inmediatamente en solucién de
fijacion, y los tubos conteniendo las cabezas se cubren con papel de aluminio durante

todo el tiempo que dura el proceso de fijacion.

4.2.1.- Analisis de la relacion nicleo/citoplasma.
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Para cuantificar la localizacion subcelular de PER y TIM en las curvas de tiempo en las
neuronas ventrales (CAPITULO 2 parte I) se utiliz6 el software Image J. Para cada una
de las neuronas de cada cerebro se grafico manualmente el perimetro alrededor del
nucleo y una circunferencia que abarque el citoplasma (idéntica en cada célula,
siempre en una region inmediatamente adyacente al nticleo) y se obtuvo la intensidad
promedio para cada una de esas regiones en pixels/area. Luego se promediaron todas
las células de un mismo cerebro. El valor obtenido para cada genotipo es la media

para todos los cerebros analizados en cada uno de los puntos.

4.2.2.- Analisis de localizacion subcelular en los grupos dorsales

En este caso, como no existe un marcador especifico como es PDF para las NLVs, se
utilizd6 un anticuerpo contra el factor de transcripcion elav, que marca todos los
nucleos de neuronas del SNC de Drosophila. Para cada cerebro, se determind el
porcentaje de neuronas de cada grupo (NLds y ND1s) que presentan una localizaciéon

nuclear, ubicua o citoplasmatica en cada uno de los puntos analizados.

< CITOPLASMATICA: la sefial de TIM y la sefial de ELAV tienen un patrén

mutuamente excluyente.

% NUCLEAR: la senal de TIM y la sefial de ELAV colocalizan por completo.

< UBICUA: existe sefial de TIM que excede a la sefial de ELAV.

4.3.- Cuantificacion de las ramificaciones axonales de las NLvps

Para determinar el grado de arborizacion de las terminales axonales de las NLVps se
adapt6 el método de Sholl, originalmente desarrollado para cuantificar arborizaciones
de arboles dendriticos en neuronas de vertebrados (SHOLL, 1953). Se utilizaron
cerebros de moscas conteniendo la construccion pdf-Galg-UAS-mCD8.GFP, ya sea en

background silvestre (y w) o en los mutantes per°!y time:, incubados con anticuerpos
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anti PDF y anti GFP. Sélo la sefal de GFP fue tenida en cuenta para el analisis del

grado de arborizacion.

Figura 7.2.- Adaptaciéon del método de Sholl
para cuantificar arborizaciones de las
NLvps. Diagrama esquematico donde se ilustra el
método utilizado para cuantificar la complejidad de
las arborizaciones axonales de las NLvps en
imagenes  obtenidas mediante  microscopia
confocal. Se cuenta el namero total de
intersecciones entre circulos concéntricos y

proyecciones axonales.

Sobre proyecciones de imagenes de las terminales dorsales de las NLvps (en un
hemisferio de cada cerebro) se ubicaron seis circulos concéntricos, separados entre si
por 10 um. A continuacion se contabilizo (a ciegas) el nimero de intersecciones entre
las ramificaciones para cada circulo. El nimero total de intersecciones obtenido para
cada genotipo se indica en las figuras del capitulo 4, y las comparaciones se realizaron
mediante analisis estadisticos para muestras no paramétricas (los valores de las
figuras corresponden a los obtenidos mediante el test de Mann Whitney, pero la

significancia estadistica se confirmé con el test de Wilcoxon).

4.4.- Microscopia y procesamiento de imagenes

Todas las imagenes de esta tesis fueron obtenidas en un microscopio confocal Zeiss
LSM5 (Carl Zeiss, Thornwood, NJ). Para las imagenes adquiridas a 10x o 20x los
oculares inciden directamente sobre la muestra, mientras que para las imagenes a 40x
y 63x se colocan aproximadamente 50ul de agua bidestilada y para 100X aceite
mineral de inmersion. Para los cubreobjetos utilizados en estas muestras el ocular se
ajusta a 0,16mm. Las tnicas imagenes obtenidas con el objetivo de 10x son las de
cerebros enteros porque no entran completos en el minimo aumento que permite el
20x. El pinhole utilizado es siempre de 1 unidad airy, salvo que se indique lo contrario

en la figura. Las iméagenes individuales o galerias, se exportan como JPEG desde el
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software Pascal. Para abrir las imagenes en el Image J se guardaron desde el
Photoshop (7.0) como JPG, JPEG o TIFF. Para el armado de las figuras, todas las

iméagenes fueron ensambladas en Adobe Illustrator.
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