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1. DROSOPHILA COMO MODELO DE ESTUDIO 

1.1 La ventana abierta de la “habitación de las moscas” 

“The fly room” supo llamarse a la habitación en la que el biólogo y premio Nobel, Thomas Morgan 

(1866-1945), llevó a cabo los experimentos que le permitieron demostrar las leyes de la herencia antes 

postuladas por Gregor Mendel utilizando a la mosca de la fruta Drosophila melanogaster como modelo 

de estudio (1). Pero la ventana de aquella habitación se encontraba abierta y los experimentos 

realizados por Morgan solo fueron el inicio en el campo de la investigación en Drosophila.  

En la actualidad, la mosca de la fruta es conocida como el modelo genético por excelencia, siendo 

utilizada en todo tipo de investigaciones biológicas. Dentro de sus ventajas se pueden destacar: 

mantenimiento económico, ciclo corto de vida, descendencia con gran número de individuos, genoma 

completamente secuenciado, capacidad para portar mutaciones múltiples, la existencia de bancos 

repositorios de líneas transgénicas y el fácil acceso a éstas, características que la convierten en un 

excelente modelo de estudio (2-4). Si bien el genoma de Drosophila es más pequeño que los de 

mamíferos, se ha encontrado que de los genes vinculados a patologías identificados en humanos 

aproximadamente el 80% posee homólogos en Drosophila, lo que permite introducirla como modelo 

genético de enfermedades humanas (5-7).    

Desde hace ya varios años, se emplea a Drosophila como modelo de estudio de distintas enfermedades 

como diabetes (8), patologías oftalmológicas (9), cáncer (10) y enfermedades neurodegenerativas 

como Parkinson y Alzheimer (11-13), entre otras (14). Las patologías cardíacas no han sido la 

excepción, por lo que hace varias décadas se viene utilizando a Drosophila melanogaster como modelo 

de enfermedades cardiovasculares humanas (15-17).    

1.2 Características generales de Drosophila melanogaster 

Drosophila melanogaster es un insecto holometábolo (con metamorfosis completa pasando por los 

estadios de huevo, larva, pupa y adulto), perteneciente al orden Díptera y a la familia Drosophilidae. 

De hábitat cosmopolita, consume alimentos con alto contenido de ácido acético, como frutas en 

descomposición. Su desarrollo es relativamente corto (alrededor de 10 días a 25°C y 60 % humedad) e 

incluye cuatro fases: huevo, larva, pupa y adulto. La duración del ciclo varía de manera inversamente 

proporcional con la temperatura ambiente. Las hembras adultas pueden poner huevos durante toda 

su vida. El desarrollo embrionario se produce dentro del huevo y dura aproximadamente 1 día a 25°C. 

La larva es blanca, segmentada y vermiforme. La región bucal comprende ganchos mandibulares de 

coloración negra que permiten introducir la región cefálica estrecha en el alimento, el cual es ingerido 

vorazmente. No tiene ojos ni apéndices, respira por tráqueas y posee un par de espiráculos visibles 

(poros aéreos) en los extremos anteriores y posteriores del cuerpo. Esta fase de desarrollo dura entre 

3 y 5 días a 25°C y se subdivide en tres estadios. El primero y segundo de ellos terminan en mudas. 

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

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

superficie relativamente seca y sus espiráculos anteriores revierten. Durante la fase de pupa que dura 

alrededor de 4 a 5 días a 25°C, la mayoría de las estructuras larvarias son destruidas. El insecto empupa 

dentro de la última piel larvaria, que gradualmente se endurece y adquiere un color más oscuro. La 

mosca adulta emerge o eclosiona del pupario forzando su salida por el extremo anterior. En un 
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principio las alas están plegadas y los individuos son de color grisáceo. Se puede observar el meconio 

(restos de la última ingesta larval) en la región abdominal. Luego las alas se despliegan y el cuerpo se 

oscurece. Los adultos de Drosophila melanogaster pueden aparearse a partir de las 8 horas de 

emergidos. El promedio de supervivencia de una mosca adulta es de 70-80 días a 25°C. Un ciclo de vida 

de tales características es particularmente ventajoso a la hora de trabajar con organismos vivos.  La 

figura 1 muestra el ciclo de vida y su modo de mantenimiento en el laboratorio. (18) 

 

 

Figura 1. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster.  
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2. EL CORAZÓN DE LA MOSCA 

2.1 Desarrollo y funcionamiento del tubo cardíaco de Drosophila melanogaster 

El sistema circulatorio de D melanogaster comprende un tubo muscular, llamado corazón, dispuesto 

de manera longitudinal en el plano dorso-medio del abdomen y la aorta que se extiende desde la parte 

más anterior del corazón hacia el cerebro (19). El corazón y la aorta están separados entre sí por un 

par de células cardíacas que forman la válvula cardíaca. La hemolinfa ingresa al tubo cardíaco a través 

de las ostias (células musculares que actúan como válvulas) y la circulación es abierta (20,21).   

 La naturaleza del corazón es mesodérmica. Las células cardíacas que se generan en estadios 

embrionarios migran luego a la zona media del individuo donde convergen dando lugar al tubo 

cardíaco. Durante esta migración se activan distintas vías de señalización dando como resultado dos 

filas de células cardíacas contráctiles que compondrán el corazón, rodeadas por una capa externa de 

células pericárdicas no contráctiles (22). El corazón está compuesto por cuatro cámaras, cada una de 

las cuales posee seis pares de células que expresan el factor de transcripción Mef2 (21). Cuatro de 

estos pares son células cardíacas contráctiles que expresan el factor de transcripción tinman (tin) (21, 

23, 24). Los otros dos expresan el gen seven-up (svp) y darán lugar a las llamadas ostias (21, 25).   

A pesar de las mencionadas diferencias anatómicas entre el corazón de Drosophila melanogaster y el 

corazón de vertebrados, en cuanto a su naturaleza embriológica y molecular presentan muchas 

similitudes, lo que permite considerar a Drosophila como un excelente modelo de cardiogénesis. Por 

ejemplo, en ambos sistemas el corazón se forma luego de la migración hacia el eje medio de 

progenitores mesodérmicos laterales a través de procesos moleculares conservados. Una vez en la 

zona media, en los vertebrados el tubo cardíaco se dobla dando lugar al corazón compuesto por las 

cuatro cámaras dispuestas de a dos mientras que en los invertebrados el corazón se mantiene 

longitudinal con las cuatro cámaras dispuestas en serie (26, 27).   

La formación del corazón en Drosophila requiere de la expresión temprana en células mesodérmicas 

del factor de transcripción tin (23, 24). En ausencia de este factor, los mutantes tinman carecen de 

corazón y otros derivados mesodérmicos (28). A diferencia de mamíferos, los embriones de Drosophila 

melanogaster no requieren de un corazón funcional y es posible realizar este tipo de análisis de 

fenotipos mutantes embrionarios. Al demostrarse la importancia de este factor tin en el desarrollo 

cardíaco, se pudieron identificar sus homólogos en mamíferos. La familia de genes Nkx en mamíferos 

está compuesta por genes relacionados a tinman. Si bien no se observó una completa ausencia del 

corazón como en Drosophila, ratones mutantes para los genes Nkx2-5 presentaban corazones que 

fallaron al momento de la invaginación y presentaron defectos en la expresión de factores cruciales 

para el correcto funcionamiento del corazón (29). Cuando los genes de vertebrados Nkx fueron 

expresados en moscas mutantes de tinman se pudo observar una recuperación parcial en el desarrollo 

del corazón de Drosophila indicando una redundancia funcional entre los genes mencionados (30). 

Así como tin y Nkx, muchos de los genes involucrados en el desarrollo cardíaco se encuentran 

conservados entre Drosophila y vertebrados. La figura 2 muestra el desarrollo embrionario del corazón 

en Drosophila melanogaster y en vertebrados. En ella se puede observar la naturaleza mesodérmica 

compartida de las células precursoras cardíacas y sus posteriores transformaciones hasta dar lugar al 
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corazón adulto en mamíferos y al corazón embrionario que sufrirá ciertas modificaciones durante la 

metamorfosis en Drosophila.  

 

 

Figura 2: Desarrollo embrionario de A corazón de Drosophila melanogaster y B mamíferos. CCP: campo cardiogénico primario; CCS: campo 

cardiogénico secundario; VD: ventrículo derecho VI: ventrículo izquierdo, AD: aurícula derecha; AI: aurícula izquierda; TP: tronco pulmonar; 

Ao: aorta. Modificado de 26 y 27. 

2.2 El corazón adulto de Drosophila melanogaster 

Luego de su desarrollo embrionario, el corazón de Drosophila pasa por una pequeña serie de 

modificaciones durante la metamorfosis para dar lugar al corazón adulto (Figura 3). Se forma la cámara 

cónica entre el tórax y el primer segmento abdominal, donde se acumula la hemolinfa para ser 

bombeada (32). En esta primera cámara y en la cuarta cámara se encuentran los centros marcapasos. 

Una de las particularidades del tubo cardíaco de la mosca es que la presencia de dos centros 

marcapasos, uno en cada extremo del corazón, permite el desarrollo de dos sentidos de circulación de 

la hemolinfa, uno en sentido anteroposterior: anterógrado y uno con sentido postero-anterior: 

retrógrado (33, 34). Además, una capa adicional de músculo con estriaciones longitudinales se 

desarrolla en la zona ventral del corazón sobre la capa con estriaciones circulares y una cuarta ostia 

aparece en el corazón adulto en comparación con las tres existentes en el corazón de la larva (32).  

A
A 

B
A 
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Uno de los cambios más importantes que se da durante la metamorfosis es la inervación del tejido 

cardíaco, dando como resultado un corazón con un nivel de complejidad mayor en cuanto a la 

regulación de la frecuencia cardíaca y ritmicidad comparado con el de la larva. El corazón adulto se 

encuentra inervado a nivel de la cámara cónica por un par de nervios transversales que se unen 

bilateralmente dando lugar al puente transversal y por las terminales nerviosas del nervio medio 

procedente de la zona anterior, longitudinal a la aorta. En el caso de la última cámara, ésta se 

encuentra particularmente inervada por una serie de neuronas periféricas secretoras del péptido 

cardioactivo de crustáceo (CCAP). El resto de las cámaras solo se encuentran inervadas bilateralmente 

por el nervio transverso. Los patrones distintivos de inervación de la primera y última cámara se deben 

a que éstas conforman los centros marcapasos del corazón adulto de Drosophila melanogaster (34).     

 

 

Figura 3. Izquierda: corazón y aorta embrionarios de Drosophila melanogaster ubicado en la zona media de la larva. Las células cardíacas 

contráctiles que expresan tin se encuentran en verde y las que componen la ostia y expresan svp en violeta. Las células pericárdicas se 

muestran en amarillo y las células de las glándulas acompañantes en rojo y azul. Derecha: corazón y aorta adultos. El corazón se extiende 

entre el primer y sexto segmento abdominal y la aorta por el tórax hacia la cabeza. Aparece la cámara cónica entre el segmento torácico y el 

primer segmento abdominal. Además se genera un nuevo par de ostias. 
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3. TOR, ENVEJECIMIENTO, CORAZÓN 

3.1 Vía de señalización TOR 

La vía de señalización TOR (target of rapamycin) integra señales internas y externas para regular el 

metabolismo, crecimiento y supervivencia celular. La principal proteína efectora de esta vía es la 

quinasa TOR, una quinasa serina/treonina atípica perteneciente a la familia de PI3K (phosphoinositol 3 

kinases) quinasas. Dependiendo de las proteínas con las que interaccione TOR puede formar 2 

complejos activos: TORC1 y TORC2. El complejo TORC1 está compuesto por la quinasa TOR, mLST8 

(mammalian lethal with sec-13 protein 8), DEPTOR (DEP domain containing mTOR-interaction Protein), 

Tti1/Tel2, raptor (regulatory-associated protein of mammalian target of rapamycin) y PRAS40 (proline-

rich Akt substrate 40 kDa), mientras que el complejo TORC2 comparte las primeras cuatro proteínas 

mencionadas con el complejo TORC1 y a su vez lo integran las proteínas rictor (rapamycin-insensitive 

companion of mTOR), mSin1 (mammalian stress-activated map kinase-interacting protein 1) y 

protor1/2 (protein observed with rictor 1 and 2) (35).   

TORC1 ha sido ampliamente estudiado y se conocen muy bien los procesos en los que interviene. La 

activación de TORC1 puede darse como respuesta a factores de crecimiento, estrés, estado energético, 

oxígeno o aminoácidos, provocando en la célula respuestas a los requerimientos metabólicos y 

energéticos. Estos efectos se deben a que TORC1 principalmente regula la síntesis proteica y lipídica. 

La vía de PI3K/AKT es la principal vía de activación de TOR en respuesta a cambios nutricionales, por 

ejemplo, por unión de insulina al receptor de insulina IR. Los aminoácidos leucina y arginina también 

activan a TORC1 y los mecanismos por los cuales lo hacen aún están siendo dilucidados (35).  

TORC1 regula la síntesis proteica al interaccionar con dos proteínas involucradas en el inicio de la 

traducción, la proteína de unión al factor eucariota de inicio de la traducción eIF4E, llamada 4E-BP (del 

inglés 4E binding protein) y la quinasa de la proteína ribosomal S6, denominada S6K. TORC1 fosforila a 

4E-BP y de esta manera imposibilita su interacción con el factor eIF4E (eukaryotic translation initiation 

factor 4E). De igual manera, cuando TORC1 fosforila a S6K, promueve su actividad, activando la 

biogénesis de ARN mensajeros y el ensamblado de la subunidad ribosomal 40S en el ARN mensajero a 

traducirse (36). 

Respecto a la actividad de TORC2 se sabe mucho menos que de la actividad de TORC1. TORC2, a 

diferencia de TORC1, es insensible a la rapamicina, aunque si se expone a las células por un tiempo 

prolongado a ésta, se observa una disminución en la actividad de TORC2. TORC2 es también insensible 

a los nutrientes, pero sí responde a factores de crecimiento como la insulina, en vías mediadas por 

PI3K que requieren la biosíntesis de ribosomas. Este complejo ha sido principalmente asociado a la 

regulación del tamaño y forma celular en determinados tipos celulares debido a que participa en la 

organización del citoesqueleto (35, 37). 

Dado su complejo accionar, involucrado en procesos claves para la célula, se ha encontrado vinculación 

a TOR en distintos procesos fisiopatológicos, entre ellos: envejecimiento, cáncer, enfermedades 

neurodegenerativas, diabetes y enfermedades metabólicas (35). 
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Por su función en los procesos celulares vinculados a la síntesis proteica mediante la fosforilación de 

4E-BP, en la figura 4 resumimos las vías que activan o inhiben al complejo TORC1, pertinente en este 

trabajo, y cómo éste regula diferentes respuestas celulares. 

 

 

Figura 4. La Rapamicina y el estrés inhiben al complejo TORC1 mientras que las señales de oxígeno, aminoácidos, alto nivel energético y 

factores de crecimiento lo activan. Una vez activado este complejo se inhibe la autofagia y la síntesis de lisosomas, mientras que se activa la 

síntesis proteica, lipídica y el metabolismo energético celular.  

3.2 TOR en la regulación de la síntesis proteica 

Los niveles de proteínas de una célula o tejido deben ser regulados minuciosamente para mantener 

las condiciones vitales. El principal punto de regulación en la génesis proteica es el inicio de la 

traducción. Dado que este paso es crucial en el metabolismo proteico, posee varios puntos de control. 

Los ARN mensajeros eucariotas presentan en su extremo 5’ un residuo de 7metil guanosina (38) y en 

su extremo 3’ una cola de poliadenina, cuyo número oscila entre 50 en levaduras hasta más de 200 en 

eucariotas superiores (poli A). Ambas modificaciones le confieren a los ARN mensajeros mayor 

estabilidad, permiten su transporte desde el núcleo al citosol y participan en la regulación de la 

traducción (39). Una vez en el citosol, el ARN mensajero a ser traducido debe ser reconocido por la 

maquinaria de traducción. Una de las proteínas involucradas en su reconocimiento es el factor 

eucariota de inicio de la traducción 4E (eIF4E: del inglés eukaryotic translation initiation factor 4E). Este 

factor reconoce el residuo 7metil guanosina (cap) del mensajero y en conjunto con otros dos factores 

con los que interacciona (eIF4G y eIF4A) conforman el complejo de inicio de la traducción eIF4F. Una 

vez reconocido el cap, eIF4F a través de su interacción con el factor eIF3 recluta al complejo ribosomal 

pre ensamblado compuesto por la subunidad ribosomal 40S, el factor eIF3 unido a GTP y el aminoacil 

tRNA metionina (complejo 43S). Por otro lado, la proteína de unión a poli A (PABP) se une a la cola rica 

en adeninas del mensajero. Al interaccionar con eIF4G, PABP permite la circularización del ARN 

mensajero, promoviendo su traducción y reciclado ribosomal. Cuando el ribosoma es ensamblado en 

el ARN mensajero (unión de la subunidad ribosomal 60S al complejo ribosomal pre ensamblado) 
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comienza la movilización (escaneo) de éste por la secuencia nucleotídica del ARN mensajero. Una vez 

hallado el primer codón AUG codificante para el aminoácido metionina en el contexto adecuado 

(generalmente secuencia Kozak) comienza la síntesis proteica por el ribosoma (40).  

Como este mecanismo de inicio de la traducción comprende varios pasos y un gran gasto energético, 

es de esperarse que se encuentre ampliamente regulado. Uno de sus puntos de regulación es a través 

de la inhibición de la interacción entre el factor eIF4E y eIF4G para formar el complejo eIF4F. La unión 

de eIF4E a eIF4G está regulada de manera negativa por la proteína de unión a 4E, 4E-BP. 4E-BP compite 

por el sitio de unión a eIF4E con eIF4G. Ambas proteínas poseen en su secuencia aminoacídica el 

péptido consenso YXXXXLφ (donde Y es tirosina, L es leucina, φ suele ser una leucina, pero puede ser 

una metionina o fenilalanina y X indica cualquier aminoácido) que permite la interacción con eIF4E. 

Cuando 4E-BP se encuentra unido a eIF4E este último no puede interaccionar con eIF4G y de este 

modo el complejo de inicio de la traducción eIF4F no puede formarse, bloqueando así la síntesis 

proteica. La unión de 4E-BP a eIF4E depende de su estado de fosforilación. Cuando 4E-BP se encuentra 

hipo fosforilada es capaz de unirse a eIF4E y de este modo inhibir su acción mientras que cuando 4E-

BP se encuentra hiper fosforilada es incapaz de unirse a eIF4E posibilitando así que ocurra la síntesis 

proteica. La quinasa encargada de fosforilar a 4E-BP es TOR. El complejo TORC1 activo responde a las 

necesidades de la célula fosforilando a 4E-BP y de este modo inhibiendo su acción bloqueante de la 

traducción (Figura 5) (36, 40-42). 

Por otro lado, TORC1 regula la síntesis proteica por fosforilar a la quinasa S6 quien promueve la 

biogénesis de ARN mensajeros y el ensamblaje de la maquinaria traduccional sobre el mensajero (36). 

 

 

A 
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Figura 5. A. 4E-BP se encuentra hipo fosforilada por lo que es capaz de unirse a eIF4E bloqueando su interacción con eIF4G y por lo tanto el 
ensamblado del complejo eIF4F y de la maquinaria de traducción al ARN mensajero.  
B. Cuando TORC1 se encuentra activo fosforila a 4E-BP. La forma hiperfosforilada de 4E-BP no puede unirse a eIF4E dejando libre su sitio de 
unión a eIF4G. La formación del complejo eIF4F constituído por eIF4E, eIF4G y eIF4A permite la circularización del ARNm a partir de la 
interacción entre eIF4G y la proteína de unión a la cola de poli A (PABP) y la interacción de eIF4F con eIF3 recluta la subunidad 40 S del 
ribosoma. Posteriormente se une la subunidad mayor dando lugar al complejo activo de traducción.  
 

3.3 eIF4E-4E-BP 

La proteína eIF4E se encuentra conservada en todos los eucariotas, consiste en ocho cadenas de hojas 

beta antiparalelas soportadas por tres hélices alfa que forman la palma y el dorso de una mano "en 

forma de copa" (43-45). En el humano se conocen tres isoformas de eIF4E (46). La mejor descripta es 

eIF4E- 1, que interviene en el inicio de la síntesis proteica. Presenta tres aminoácidos importantes para 

su función: dos sitios triptófano 56 y 102 (Trp56 y Trp102) se unen al residuo 7-metil guanosina (cap) 

del extremo 5´del ARN mensajero (47). Un tercer residuo triptófano (Trp73) reconoce y se une a 

diversas proteínas como eIF4G, con quien interactúa para la formación del complejo de inicio de la 

traducción eIF4F y alternativamente con eIF4E-BP, quien inhibe su actividad. 

En Drosophila melanogaster existen 7 isoformas de eIF4E (48). Para la isoforma eIF4E- 1 los residuos 

encargados de la unión a cap son Trp100 y Trp146 mientras que el Trp117 media interacciones con las 

proteínas 4E-BP y eIF4G. El núcleo de eIF4E representado por aproximadamente 170 aminoácidos se 

conserva en todos los eucariotas y es suficiente para el reconocimiento del cap y la unión a eIF4G y 4E-

BPs (49). Los dominios amino y carboxilo terminales son considerablemente variables. Es posible que 

los dominios amino y carboxilo terminales puedan estar involucrados en la regulación de la actividad 

de eIF4E o podrían afectar la estabilidad de la proteína (50, 51). La fosforilación en la serina 209 

(Ser209) en mamíferos y en la serina 251 (Ser251) en Drosophila melanogaster es importante para su 

actividad (52-54). Mnk1 y Mnk2 se identificaron como las quinasas encargadas de dicha fosforilación 

(46, 53, 55, 56). Como lo mencionamos anteriormente, su rol conocido es la acción como factor de 

inicio de la traducción del ARN mensajero eucariótico. Más recientemente, se ha demostrado que 

eIF4E está relacionado a funciones no asociadas con la síntesis proteica como su participación en los 

cuerpos de procesamiento (p-bodies) (57, 58).  

 

B 



11 
 

3.4 TOR y envejecimiento 

Como se mencionó anteriormente, la vía de señalización TOR juega un papel importante en la 

regulación del desarrollo y mantenimiento del metabolismo celular, sosteniendo principalmente la 

homeostasis proteica y la inhibición de la autofagia. Estos mecanismos se han visto afectados durante 

el envejecimiento, por lo que el estudio de la participación de esta vía en este proceso ha sido de 

amplio interés. En mamíferos, la extensión de la expectativa de vida ha llevado al desarrollo de 

enfermedades asociadas al envejecimiento celular como trastornos neurodegenerativos, diabetes y 

sobre todo enfermedades cardiovasculares, principalmente insuficiencia cardíaca.  

 Se ha observado que la inhibición de esta vía por administración de Rapamicina o modificaciones 

genéticas, ha producido un aumento en la expectativa de vida tanto en mamíferos (59-61) como en 

invertebrados, especialmente en Drosophila melanogaster (62-64).  La inhibición de la vía TOR por 

restricción calórica también ha conducido a un aumento en la expectativa de vida y ha mostrado 

efectos beneficiosos en patologías asociadas al envejecimiento como el Alzheimer (65, 66), 

enfermedades cardiovasculares y diabetes (67). Todos estos resultados indican la importancia de la vía 

no sólo durante edades tempranas en el desarrollo de los organismos sino a lo largo de todo el ciclo 

de vida, incluido el envejecimiento. El conocimiento sobre la regulación de esta vía puede contribuir a 

comprender los mecanismos del envejecimiento y de las patologías asociadas a éste.  

4. FUNCIONAMIENTO CARDÍACO 

4.1 La importancia del calcio intracelular en el funcionamiento cardíaco 

En mamíferos, el desarrollo de cada latido cardíaco es el resultado de la respuesta del cardiomiocito a 

los cambios en el potencial de membrana y de las concentraciones de calcio intracelular (Ca+2
i). El 

mecanismo de conversión del impulso eléctrico (potencial de acción) a fuerza mecánica (contracción 

del músculo) es llamado acoplamiento éxcito-contractil (AEC) (68). De este modo, el cambio en el 

potencial de membrana provocado por el ingreso del ion sodio (Na+) a través de los canales de sodio 

operados por voltaje (Nav1.5) despolariza la membrana del cardiomiocito promoviendo el ingreso del 

Ca+2 
 al citosol por los canales tipo L activados por voltaje (CCTL, Cav1.2) (69). Una vez en el citosol el 

Ca+2 se une a los receptores de rianodina tipo 2 (RyR2) presentes en la membrana del retículo 

sarcoplasmático (RS) adyacentes a los CCTL. La unión del Ca+2 promueve la apertura del RyR2 y por lo 

tanto la liberación de iones Ca+2 del RS hacia el citosol aumentando aún más su concentración. El Ca+2 

citosólico se une a la maquinaria contráctil del miocito a través de la proteína troponina C (TrpC) 

induciendo cambios conformacionales que conducen al denominado estado activado de la TrpC que 

deja expuestos en la actina, los sitios de unión a la miosina. La formación de puentes cruzados entre la 

actina y la miosina produce el deslizamiento de los miofilamentos uno sobre el otro, acorta los 

sarcómeros provocando la contracción del músculo y por lo tanto, el latido cardíaco (70-74).  

Luego de la contracción muscular, durante la diástole, se produce la relajación en la cual parte del Ca+2
i  

es extruido hacia el espacio extracelular a través del intercambiador sodio/calcio (NCX) de la 

membrana plasmática y la mayor parte es recapturado al RS a través de la bomba Ca+2-ATPasa del 

retículo sarcoplasmático (SERCA).  A este aumento y posterior disminución de calcio intracelular se lo 

llama transitorio de calcio (75).  
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La actividad de las bombas y canales involucrados en el AEC responden a las demandas cardíacas a 

través de su regulación por varias vías de señalización. Las modificaciones post traduccionales en los 

canales llevan a variaciones en sus estados de actividad. Principalmente, el estado de fosforilación de 

muchos de estos o de sus reguladores influyen en su accionar durante el AEC. Dentro de los más 

estudiados se encuentran el RyR2, cuyo estado de fosforilación es regulado por las quinasas PKA 

(protein kinase A), CaMKII (Ca+2 calmodulin kinase II), la recientemente descripta, SPEG (striated 

preferentialy expressed protein kinase) y las fosfatasas tipo 1 y 2A (PP1 y PP2A) (76-79).  Al igual que 

RyR2, el LTCC está regulado por proteínas quinasas como CaMKII y PKA, así como la proteína fosfatasa 

tipo 1, la fosfatasa tipo 2A, y la calcineurina (también conocida como proteína fosfatasa tipo 2B) (80). 

La bomba SERCA se encuentra principalmente regulada de modo alostérico por la proteína 

fosfolamban. Fosfolamban interacciona directamente con SERCA inhibiéndola. Cuando fosfolamban es 

fosforilada por las quinasas PKA y/o CaMKII disminuye su inhibición aumentando así la recaptación del 

Ca+2 al retículo sarcoplasmático por la bomba SERCA (81, 82).  

En Drosophila melanogaster las proteínas que participan en el AEC se encuentran conservadas (83) a 

excepción de fosfolamban. Estudios recientes hallaron péptidos codificados por pequeños marcos de 

lectura abiertos con homología parcial con fosfolamban y demostraron que uno de ellos, a quien 

llamaron sarcolamban por su homología parcial con fosfolamban y sarcolipina (proteína similar a 

fosfolamban que regulada a la bomba SERCA), puede regular la actividad de SERCA. Moscas con 

deleción en la secuencia codificante de sarcolamban presentan un fenotípico arrítmico que es 

rescatado cuando se expresa dicha región (84). A pesar de su homología parcial, estos péptidos no 

poseen conservados los sitios de fosforilación por PKA y CaMKII presentes en fosfolamban, por lo que 

no se puede saber a ciencia cierta si regulan de la misma manera a la SERCA. Los mecanismos de 

regulación de esta bomba en el tubo cardíaco de Drosophila se encuentran aún sin dilucidar.  

Más allá de que las proteínas involucradas en el funcionamiento cardíaco se encuentran conservadas 

entre mamíferos y Drosophila melanogaster, poco se sabe sobre su accionar en este modelo a nivel 

molecular, por lo que es de gran interés enfocar estudios para comprender estos mecanismos. 
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Figura 6. Esquema del acoplamiento éxcito-contráctil en mamífero. La corriente de Na+ estimula la entrada de Ca+2 por el canal L (Cav1.2) y 

la liberación de Ca+2 del retículo sarcoplasmático (RS) mediante apertura de los RyR2. El Ca+2 en el citosol se une a los miofilamentos 

promoviendo su movimiento. Luego de la contracción, el Ca+2 se extruye de la célula por el intercambiador NCX funcionando en su modo 

directo y principalmente, se recaptura hacia el RS por medio de la SERCA. El acoplamiento excito contráctil en Drosophila cuenta con los 

mismos componentes, excepto fosfolamban, que no se encuentra en el tejido cardíaco de la mosca de la fruta. 

 

4.2 El calcio intracelular y el desarrollo de arritmias cardíacas 

Cuando se altera la frecuencia cardíaca,  cuando el lugar donde se origina el latido cardíaco no es el 

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

arritmias (85). Los mecanismos responsables de la generación de arritmias cardíacas generalmente 

suelen dividirse en los mecanismos de generación anormal de impulsos y los mecanismos devenidos 

de trastornos de la conducción (86, 87). Las causas más comunes de generación de arritmias son las 

despolarizaciones tempranas (EADs, early afterdepolarization) que aparecen antes de la finalización 

del potencial de acción y las despolarizaciones tardías (DADs, delayed afterdepolarization) que ocurren 

luego de la finalización del potencial de acción (88-91).  

Las DADs se producen durante la diástole. Las EADs se producen durante el potencial de acción. Estas 

despolarizaciones se vinculan a taquicardia ventricular (TV), fibrilación ventricular (FV) y fibrilación 

auricular (FA) así como taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica (CPVT), e insuficiencia 

cardíaca (IC) (91). 

La generación de arritmias cardíacas ha sido asociada a varias mutaciones en los canales de manejo 

del Ca+2 como RyR2 (92,93), canal tipo L (95), reguladores como fosfolamban (94), entre otros (91), por 

lo que el correcto funcionamiento de la maquinaria de ciclado del Ca+2 cumple un rol importante en la 

patogénesis arritmogénica.  
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Figura 7. Esquema que representa las DADs y EADs en mamífero. Izquierda potencial de acción normal. Centro potencial de acción posterior 

a la despolarización temprano (arriba) o tardío (abajo). Derecha potencial de acción que alcanza el umbral generado por DAD o EAD en cada 

caso. PA: potencial de acción. Modificado de 96 

 

5. ANTECEDENTES  

5.1. Drosophila melanogaster como modelo cardíaco 

Drosophila melanogaster ha emergido como modelo de enfermedades cardiovasculares en las últimas 

décadas. Debido a que su cardiogénesis es similar a la de mamíferos se han podido desarrollar estudios 

en esta área y desentrañar varios procesos en el desarrollo cardíaco a partir de los hallazgos producidos 

en Drosophila. El hecho de que el desarrollo embrionario y del adulto durante la metamorfosis no 

requiera de un corazón funcional, ha permitido dilucidar acontecimientos cardíacos que en mamíferos 

sería imposible dado que ciertas manipulaciones genéticas serían letales.  

Los estudios cardíacos no se remiten sólo a estadios tempranos del ciclo de vida de la mosca sino que 

se ha profundizado el análisis del funcionamiento del corazón adulto de Drosophila melanogaster. Por 

ejemplo, se ha estudiado el transcriptoma y proteoma del corazón adulto de Drosophila. La homología 

genética entre este organismo y el humano ha permitido modelar en Drosophila, patologías 

cardiovasculares comunes en humanos. Además, se han podido identificar genéticamente los canales 

iónicos que regulan la función cardíaca de Drosophila melanogaster y mediante intervenciones 

farmacológicas, estudiar su influencia en la generación de arritmias (97, 98).  

Los primeros estudios en corazón adulto se enfocaron en evaluar la capacidad de tolerancia del tubo 

cardíaco a estrés externo, concluyendo que el envejecimiento produce una menor tolerancia al estrés, 

medido como mayor índice de paro cardíaco y tiempo de recuperación  de la actividad cardíaca 

después del estímulo, en moscas adultas con respecto a moscas jóvenes (99).  

Otros estudios se enfocaron en evaluar los efectos de la alteración de ciertos genes en el desarrollo de 

patologías cardíacas. Por ejemplo, utilizando moscas mutantes para el gen de la distrofina (dys) se 

pudo modelar en moscas la cardiomiopatía dilatada asociada a la distrofia muscular. Moscas que 

presentaron una pérdida de función en el gen dys en el corazón mostraron una alteración dependiente 
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de la edad de la organización miofibrilar dentro del miocardio, así como alteraciones en el rendimiento 

cardíaco. La disminución de distrofina mediada por ARN interferente en el mesodermo también acorta 

la esperanza de vida. La eliminación total o la eliminación de las isoformas grandes de dys aumenta la 

frecuencia cardíaca mediante el acortamiento de los intervalos diastólicos (fase de relajación) del ciclo 

cardíaco. Morfológicamente, la pérdida de las isoformas de distrofina causa un ensanchamiento del 

tubo cardíaco y una fracción de acortamiento menor, un fenotipo que emula a la cardiomiopatía 

dilatada (100). 

Por otro lado, se han estudiado varios genes implicados en el manejo de la maquinaria contráctil del 

corazón. Por ejemplo, mutaciones en el gen Mhc codificante para la cadena pesada de miosina afectan 

la función de la miosina y la estructura y el rendimiento del músculo esquelético y cardíaco de 

Drosophila (101). Estudios del gen KNCQ1, que codifica para la subunidad α de los canales de potasio 

y cuyas mutaciones se asocian a un aumento en la probabilidad de padecer arritmias de Torsades de 

Pointes y muerte súbita,  han servido para estudiar su relevancia en la generación de esta patología 

(102).  La evaluación del gen dSUR que codifica una proteína transmembrana de unión a ATP que se 

expresa en el corazón y se asocia a canales de potasio dependientes de ATP, ha permitido demostrar 

su  importancia para el correcto funcionamiento del corazón (103).  

Utilizando tomografía de coherencia óptica (en inglés OCT) para examinar la función cardíaca en 

adultos de Drosophila a partir de un conjunto de deficiencias genómicas definidas molecularmente de 

las colecciones DrosDel y Exelixis, se identificó una cámara cardíaca anormalmente agrandada en una 

serie de mutantes de deficiencia que abarca el locus romboide 3. Rhomboid 3 es miembro de una 

familia altamente conservada de serina proteasas intramembranales y procesa a Spitz, un ligando 

similar al factor de crecimiento epidérmico (EGF). Utilizando enfoques múltiples basados en el examen 

de reservas de deficiencia, una serie de mutantes en la vía del receptor romboide-Spitz-EGF y rescate 

transgénico específico cardíaco o represión dominante negativa del receptor de EGF, se pudo 

demostrar que la activación mediada por el romboide 3 EGFR es la vía es necesaria para una función 

cardíaca adulta adecuada. La importancia de la señalización EGFR en el corazón adulto de Drosophila 

subraya el concepto de que se requieren mecanismos de señalización conservados evolutivamente 

para mantener la función normal del miocardio (104). 

Una de las principales ventajas de Drosophila melanogaster como modelo es su capacidad para realizar 

amplios screening genéticos. Utilizando un screening cardioespecífico de ARN interferentes se 

bloquearon 7061 genes conservados y se pudo identificar a NOT3, componente del complejo regulador 

de la transcripción CCR4-NOT, como regulador del funcionamiento cardíaco adulto (105). 

5.2. Envejecimiento cardíaco en Drosophila melanogaster 

Una de las principales ventajas de este modelo reside en la capacidad de estudiar procesos asociados 

al envejecimiento. Dado su corto ciclo de vida (aproximadamente 60 días en el laboratorio), la mosca 

de la fruta permite estudiar procesos relacionados al envejecimiento que en mamíferos podría llevar 

años. A su vez, la posibilidad de tener grandes cantidades de individuos provee resultados más 

robustos a la hora del análisis estadístico. 

Varios estudios se han llevado a cabo con el fin de dilucidar cómo el envejecimiento afecta al sistema 

cardiovascular. Como se mencionó anteriormente, el envejecimiento promueve varias condiciones 
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patológicas. Las más importantes y las que más se asocian a índices de morbi- mortalidad son las 

enfermedades cardiovasculares.  

A partir de análisis de la respuesta al estrés cardíaco en moscas jóvenes y adultas que dio  como 

resultado que estas últimas poseen una menor respuesta al estrés (99), se estudiaron los efectos de 

varios genes en el envejecimiento, para discernir su participación en este proceso. 

Una de las vías de señalización conocidas por modular la expectativa de vida en modelos vertebrados 

e invertebrados es la que involucra al receptor de insulina (InR). La reducción de los niveles sistémicos 

de péptidos similares a la insulina, como la mutación de InR o su sustrato, chico, produjeron en moscas 

una reversión de los efectos del envejecimiento cardíaco antes mencionados (disminución de la 

frecuencia cardíaca y aumento de la tasa de insuficiencia inducida por estrés). Además, interferir con 

la señalización de InR exclusivamente en el corazón, al sobre expresar la fosfatasa dPTEN o el factor de 

transcripción de forkhead dFOXO, previene la disminución en el rendimiento cardíaco con la edad. Por 

lo tanto, la señalización de insulina-IGF influye de forma directa y autónoma en la fisiología y 

senescencia orgánicas dependientes de la edad, además de su efecto sistémico en la duración de la 

vida (106). 

Un factor importante en el progreso del envejecimiento es el daño oxidativo, producido 

principalmente por el aumento de radicales libres del oxígeno (ROS). Una de las enzimas reguladoras 

de la producción de ROS es la manganeso superóxido dismutasa mitocondrial (Sod2). Las enzimas 

pertenecientes a la familia SOD producen peróxido de hidrógeno a partir del anión superóxido, para 

que luego la catalasa pueda convertir el peróxido de hidrógeno en agua, reduciendo así el daño 

oxidativo en la célula. Estudios llevados a cabo en Drosophila demostraron que mutaciones en Sod2, y 

por lo tanto un aumento en la producción de ROS, conducen a un deterioro en el funcionamiento 

cardíaco medido como una disminución en la frecuencia cardíaca y en la velocidad de relajación, 

mostrando cómo el daño oxidativo puede afectar el desempeño del corazón (107).  

Un grupo de investigadores de la Universidad de California ha desarrollado recientemente un método 

de obtención y análisis de imágenes in vivo de alta resolución que permitió mostrar que, al igual que 

en los humanos, el envejecimiento normal se manifiesta principalmente como defectos en la relajación 

(diástole) a la vez que se preserva el rendimiento contráctil. Encontraron que dos subunidades del 

canal de potasio (K2P), en gran medida prescindibles al principio de la vida, son necesarias para 

terminar la contracción (sístole) en animales viejos, donde su pérdida culmina en un paro cardio-

fibrilatorio (108). 

Estos trabajos se encuentran entre el vasto abanico de posibilidades de estudio que presenta este 

modelo a la hora de abordar el envejecimiento cardíaco. Así, queda demostrada su utilidad y robustez 

para modelar los mecanismos involucrados en la fisiopatología cardíaca con el potencial de extrapolar 

resultados a modelos de mamíferos, incluido el humano. 
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5.3. Efectores de la vía TOR involucrados en el envejecimiento cardíaco 

Como se nombró previamente, una de las vías involucradas en el envejecimiento es la vía de 

señalización de insulina. Además de ésta, se ha mostrado que la vía de señalización TOR participa en 

el envejecimiento cardíaco. Moscas que presentan una reducción en dTOR mostraron una tasa de 

insuficiencia cardíaca baja y similar tanto en moscas jóvenes como en moscas viejas. De acuerdo con 

la disminución de la insuficiencia cardíaca, la vida media de estas moscas mutantes se incrementó en 

un 20% en condiciones normales de alimentación, indicando que la protección de la función cardíaca 

relacionada con la edad se correlaciona bien con el aumento de la expectativa de vida en este mutante 

(109). 

Estas dos vías participan de manera entrelazada en el mantenimiento de la homeostasis y en el 

crecimiento celular, compartiendo algunos blancos en común como 4E-BP y S6K.  

Wessells y colaboradores (110) llevaron a cabo un estudio donde demostraron que el aumento de la 

expresión cardíaca de dTOR dio como resultado un aumento de la tasa de insuficiencia inducida por el 

estrés al marcapaseo o estimulación eléctrica, a edades tempranas. Esta alta tasa continuó 

aumentando durante el envejecimiento, permaneciendo más alta que los controles en cada punto de 

tiempo. En las moscas, como en los mamíferos, la actividad TOR está regulada negativamente por el 

complejo de proteína sensible a aminoácidos TSC1 y TSC2. La co-sobreexpresión de dTSC1 y 2 en el 

corazón de la mosca durante toda la vida redujo la disminución de la respuesta al estrés cardíaco 

relacionada con la edad. Los corazones que sobreexpresan dTSC fueron idénticos a los controles en la 

tasa de insuficiencia inducida por estrés a edades jóvenes, pero exhibieron un aumento mínimo en la 

insuficiencia inducida por estrés con el aumento de la edad. Esto indica que la actividad de TOR en el 

tejido cardíaco es importante para la regulación de la sensibilidad al estrés y que la reducción en la 

actividad de TOR promueve el mantenimiento de la función cardíaca juvenil durante el envejecimiento.  

Moscas mutantes nulas de d4EBP en corazón mostraron un aumento temprano en la tasa de 

insuficiencia inducida por estrés al marcapaseo en comparación con los controles. Cuando se 

sobreexpresó de manera específica en corazón 4E-BP se observó una reducción del deterioro cardíaco 

relacionado con la edad. La insuficiencia inducida por estrés de las moscas que sobreexpresaron 4E-BP 

fue tan baja a las cinco semanas como a la semana, indicando un rol beneficioso de 4E-BP en el 

desempeño cardíaco. Cuando se redujeron por ARN interferente los niveles de 4E-BP, la tasa de 

insuficiencia cardíaca inducida por estrés aumentó significativamente a edades jóvenes en 

comparación con los controles. Además, en esas moscas se produjo un pequeño descenso de la 

respuesta al estrés (heart failure) relacionado con la edad, y las moscas de una semana de edad 

mostraron una respuesta al estrés similar a la de las moscas de cinco semanas de edad en contraste 

con las moscas control, que exhibieron un aumento de la falla cardíaca en respuesta al estrés con el 

envejecimiento.  

En este mismo trabajo, cuando se evaluaron los efectos de eIF4E mediante su sobreexpresión se 

observó un aumento en la tasa de insuficiencia cardíaca a edades tempranas, manteniéndose elevada 

durante el transcurso del tiempo. En estas moscas se midió también el índice de arritmias como 

medida de la incapacidad de responder al estrés por marcapaseo. Este índice fue calculado como la 

variación estándar en el período cardíaco (tiempo entre el comienzo de dos intervalos diastólicos 
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consecutivos) normalizado por el promedio del período cardíaco de cada individuo. La sobreexpresión 

de eIF4E condujo a un aumento en el índice de arritmias desde edades tempranas. Los autores 

concluyeron que aquellas moscas que sobreexpresan eIF4E se comportan como adultas o envejecidas 

a edades tempranas y este comportamiento se mantiene a lo largo de la vida.  

Estos resultados muestran cómo los efectores de la vía TOR, 4E-BP y eIF4E participan en el 

envejecimiento cardíaco de Drosophila melanogaster. 

Los hallazgos expuestos muestran una buena aproximación al comportamiento de Drosophila 

melanogaster durante el envejecimiento, pero poco se sabe aún sobre el desempeño cardíaco 

mediado por el calcio intracelular, es decir la función contráctil. Esto nos lleva a plantearnos la 

siguiente 

HIPÓTESIS:  
Cambios de la expresión y/o actividad de eIF4E y/o su regulador 4E-BP, que integran la vía de 

señalización TOR, pueden alterar el funcionamiento cardíaco (contractilidad, acoplamiento éxcito-

contráctil) y, ser un factor relevante en la generación de arritmias y de la insuficiencia cardíaca que 

ocurren durante el envejecimiento. 

 

OBJETIVOS GENERALES:  

 1- Caracterizar el transitorio de Ca2+ en líneas de Drosophila melanogaster que tengan 

modificaciones en la expresión de los genes que codifican para las proteínas eIF4E-1/2 y 4E-BP a dos 

edades diferentes.  

2- Analizar la participación de eIF4E-1/2 y 4E-BP en la génesis de arritmias con la edad. 
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MANTENIMIENTO DE STOCKS Y CRUCES GENÉTICOS. 

 

Todas las líneas de Drosophila melanogaster se mantuvieron en viales suplementados con harina de 

maíz, glucosa, levadura y antimicótico (Anexo I) a temperatura ambiente. Fueron criados un promedio 

de 20 individuos en viales pequeños, 50 en viales medianos y 300 en viales grandes.  

Para la realización de los cruzamientos genéticos, se separaron hembras vírgenes de las líneas 

maternas y se las cruzó con machos de la paterna. Para separar las hembras vírgenes se tomaron los 

viales donde se amplificaron las líneas y quitaron los adultos. En dichos viales se mantuvieron tanto 

larvas como pupas. Una vez que las pupas llegaron a estadios avanzados, se extrajeron de las paredes 

del vial con pincel y se observaron bajo lupa. Los machos en estadío avanzado se pueden distinguir de 

las hembras por poseer claramente visibles los peines sexuales. A partir de esta identificación se 

separaron las pupas hembras en un vial y los machos en otro. Una vez emergidos los adultos se 

confirmó el sexo de los individuos y se procedió a los cruzamientos genéticos. 

Trece hembras de la línea materna fueron cruzadas con siete machos de la línea paterna a 28°C. La 

figura 8 muestra el esquema representativo de cruzamiento. Las cruzas se mantuvieron a 28°C dado 

que el factor de transcripción Gal4, expresado bajo el promotor específico de corazón TinC, mediante 

el cual se encuentra regulada la expresión de los transgenes controlados por Gal4, se encuentra activo 

a dicha temperatura. Gal4 es una proteína capaz de unirse a una secuencia nucleotídica en el ADN 

llamada UAS y promover la transcripción de los genes que se encuentren corriente abajo de esta 

secuencia. Los transgenes de interés se encuentran asociados a la secuencia UAS, por lo que es posible 

inducir su expresión con solo mantener las moscas transgénicas a la temperatura adecuada de 

activación de Gal4 (figura 9). Puesto que las líneas paternas son homocigotas y las F1 resultantes 

heterocigotas, como control se utilizó la F1 proveniente de la cruza de la línea GCaMP3 (que porta 

únicamente el sistema reportero fluorescente para sensar Ca2+) con la línea control Canton S. De este 

modo, todas las líneas estudiadas poseen la misma dosis de la proteína reportera. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Dibujo representativo de los fenotipos de 
macho (izquierda) y hembra (derecha) de 
Drosophila melanogaster. La hembra se caracteriza 
por poseer un tamaño corporal mayor y un patrón 
de bandeo igual a lo largo de todo el abdomen 
mientras que el macho es de menor tamaño y las 
bandas más posteriores de su abdomen están 
juntas formando una única banda más grande. 
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A. 

 

B. 

 

Figura 9 A. Esquema de los genotipos de las líneas transgénicas y sus regulaciones. Los machos poseen en su cromosoma 2 el gen que codifica 

para el factor de transcripción de levaduras Gal 4 bajo el promotor específico de tejido cardíaco TinC; y la construcción del reportero 

fluorescente GCaMP3 bajo la secuencia reguladora UAS en el cromosoma 2 y 3. Las hembras poseen en su cromosoma 3 el gen de interés 

bajo la secuencia reguladora UAS. Este gen de interés puede ser eIF4E, 4E-BP o las construcciones de los ARN interferentes ARNi-eIF4E y 

ARNi-4E-BP. B. Esquema representativo del genotipo y fenotipo de la F1 producto de las cruzas de interés. La F1 posee en su cromosoma 2 

el gen que codifica para Gal 4 bajo el promotor específico de corazón TinC. A 28 °C se produce la expresión de dicho gen. El factor de 

transcripción Gal 4 se une a las secuencias UAS de los cromosomas 2 y 3 y promueve la transcripción de los genes corriente abajo: GCaMP3 

y el transgen de interés. 

Los adultos de las líneas paternas fueron pasados a otro vial cuando los viales donde se realizaron las 

cruzas tenían pupas de la F1. Una vez emergidos los individuos de la F1 se pasaron a un nuevo vial y se 

mantuvieron a 28°C hasta el momento de uso para los experimentos fisiológicos, siempre pasándolos 

a nuevos viales antes de que emerjan individuos de la F2.  

 En todos los casos la línea paterna fue la línea portadora de un sistema reportero que sensa cambios 

en el calcio intracelular, llamada GCaMP3. Esta línea se destaca por poseer codificada en su genoma 

una proteína fluorescente verde (GFP, por sus siglas en inglés Green Fluorescent Protein) acoplada a 
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un dominio de calmodulina. Cuando el calcio se une a este dominio la proteína cambia su conformación 

emitiendo fluorescencia en el rango de 510 nm al ser excitada a 488 nm mientras que, si no se 

encuentra unida al calcio, la proteína no emite fluorescencia. De esta manera, se pudieron medir los 

cambios transitorios de calcio producidos durante el latido cardíaco medidos como los cambios de 

fluorescencia emitidos por la proteína reportera (111). 

La línea GCaMP3 (TinC-Gal4-UASGCaMP3/TinC-Gal4-UASGCaMP3; UAS-GCaMP3/UAS-GCaMP3) fue 

gentilmente obsequiada por el doctor Matthew Wolf de la Universidad de Virginia.  Las líneas 

transgénicas UAS-eIF4E (w*; P{UAS-eIF4E1.R}2) y UAS-4E-BP (w*; P{UAS-Thor.wt}2), y la línea control 

Canton S fueron adquiridas del Bloomington Drosophila Stock Center de la ciudad de Indiana stocks 

#8650, #9147 y #64349, respectivamente. Las líneas UAS-ARNi-eIF4E (w1118; P{GD1432}v7800) y UAS-

ARNi-4E-BP (w1118; P{GD12533}v35439) fueron adquiridas del Vienna Drosophila Resource Center 

stocks #v7800 y #v35439, respectivamente.  

La tabla 1 resume los cruzamientos genéticos y las F1 resultantes marcadas en rojo.  

TABLA 1 

♂ 

♀ 

TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/TinC-Gal4-UAS-
GCaMP3; UAS-GCaMP3/UAS-GCaMP3 

Canton S TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; UAS-GCaMP3/+ 

+/+; UAS-eIF4E/UAS-eIF4E TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; UAS-GCaMP3/ 
UAS-eIF4E 

+/+; UAS-ARNi-eIF4E/UAS-ARNi-eIF4E TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; UAS-GCaMP3/ 
UAS-ARNi-eIF4E 

+/+; UAS-4E-BP/UAS-4E-BP TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; UAS-GCaMP3/ 
UAS-4E-BP 

+/+; UAS-ARNi-4E-BP/ UAS-ARNi-4E-BP TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; UAS-GCaMP3/ 
UAS-ARNi-4E-BP 

  

 

Tabla 1. La tabla muestra los cruzamientos genéticos y sus correspondientes descendencias. En la columna de la izquierda se muestran los 

genotipos maternos y en la de la derecha los fenotipos de las F1 resultantes de su cruza con el fenotipo paterno mostrado en la primera fila 

de esa columna. 

 

OBTENCIÓN DEL PREPARADO SEMI-INTACTO 

Los individuos de las F1 en estudio fueron colectados a los 7 y 40 días después de la eclosión y usados 

en los ensayos fisiológicos. Se anestesiaron brevemente con dióxido de carbono 100% y colocaron 

pegados por la parte dorsal a una placa de Petri de 6mm recubierta con vaselina y que contenía 

hemolinfa artificial (Anexo II). Se extrajeron cabeza, tórax y patas con pinzas. Luego se hizo una incisión 

longitudinal a través del abdomen con tijeras y se procedió a la extracción de los órganos abdominales 

y limpieza del cuerpo graso, dejando solo el tubo cardíaco adosado a la cutícula como se muestra en 

la figura 10. 

http://flybase.org/reports/FBti0064615.html
http://flybase.org/reports/FBti0064612.html
http://flybase.org/reports/FBal0018186.html
http://flybase.org/reports/FBti0084385.html
http://flybase.org/reports/FBal0018186.html
http://flybase.org/reports/FBti0082301.html
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Figura 10. Obtención del preparado semi intacto. Izquierda: mosca anestesiada sumergida en hemolinfa. Medio: Cutícula con el tubo cardíaco 

expuesto (el tubo cardíaco es transparente, puede notarse en la imagen como una sombra marrón vertical). Derecha: imagen de 

fluorescencia del preparado semi intacto. La flecha indica la fluorescencia en la cámara cónica, donde se realiza el registro de calcio. 

 

 OBTENCIÓN DE LA SEÑAL FLUORESCENTE  

Luego de la obtención del preparado semi intacto los corazones se llevaron al microscopio confocal 

Carl Zeiss 410 sumergidos en 225 µl de hemolinfa artificial en las casillas diseñadas sobre cubreobjetos 

que se muestran en la figura 11. Una vez en el microscopio, se escaneó cada preparado para identificar 

las zonas fluorescentes correspondientes al tubo cardíaco. Nos posicionamos sobre la cámara cónica, 

definiendo la región de escaneo del láser en un punto. Este punto se escaneó durante 120 mseg 1024 

veces, resultando en un escaneo total del preparado de 62 seg con una resolución de 1024 x 1024 

pixeles. Las imágenes obtenidas se procesaron con un algoritmo para Anaconda desarrollado en 

nuestro laboratorio para obtener la intensidad de fluorescencia en cada pixel de manera secuencial. 

Los valores obtenidos en el tiempo analizaron con el software LabChart (AD Instruments, CO, USA). 

Cada incremento de fluorescencia seguido de una disminución de fluorescencia representa el 

transitorio de Ca+2 citosólico que precede a la contracción cardíaca (Figura 12). 

 Las intervenciones farmacológicas sobre el preparado semi intacto se llevaron a cabo a los 20 seg de 

adquisición de la imagen.  

Una vez obtenido el registro en el LabChart, los parámetros fisiológicos medidos fueron:  

- Frecuencia cardíaca: (transitorios de Ca+2/minuto). 

 - Amplitud de los transitorios de calcio: diferencia entre el máximo y el mínimo valor de fluorescencia 

de la onda, normalizado por el valor mínimo. (Unidades arbitrarias de aumento de fluorescencia, UA). 

(ΔF/F0) 

- Derivada positiva: velocidad máxima de aumento de fluorescencia: +dΔF/F0/dt; (UA)/seg).  

- Derivada negativa: velocidad máxima de disminución de fluorescencia: -dΔF/F0/dt; (UA)/seg). 

- Tau: constante de la caída exponencial del transitorio de calcio o constante de relajación (seg). 

- Período cardíaco: Intervalo entre dos picos consecutivos de fluorescencia o transitorios de calcio 

(seg).  

- Índice de arritmias: desviación estándar del período cardíaco normalizado por su promedio.  
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- Carga de calcio del retículo sarcoplasmático: amplitud del transitorio de calcio intracelular inducido 

por un pulso de 10 mM de  cafeína (UA). Durante el pulso de cafeína, el secuestro de calcio por el RS 

está virtualmente ausente, por lo que la velocidad de caída del pulso de cafeína (1/Taucaf), indica la 

velocidad de salida de calcio de la célula por el NCX. 

- Fracción de liberación de calcio: relación entre el transitorio de calcio producido por el pulso eléctrico 

y el producido por el pulso de cafeína. Indica la relación entre lo que libera el RS en una contracción y 

el contenido de calcio del RS.   

- Actividad de la SERCA: La velocidad de relajación está determinada como dijimos por la velocidad de 

secuestro de Ca por el RS, que evaluamos por el Tau del transitorio de calcio 1/TauCa y  el la velocidad 

de salida de calcio por el NCX (1/Taucaff). La diferencia entre los dos parámetros, permite estimar la 

actividad de la SERCA: (1/Taucaf - 1/TauCa)  

 

Figura 11: Representación de la gradilla utilizada para la observación de los preparados semi intactos en el microscopio confocal. La gradilla 

está conformada por un portaobjetos al cual se pegó la gradilla impresa en una impresora 3D. Cada casillero posee una capa de vaselina 

sobre la cual se pega el preparado semi intacto y se embebe en 225 µl de hemolinfa artificial.  

 

Figura 12: La figura muestra un registro de calcio típico y los parámetros que se midieron. El período cardíaco es el tiempo en segundos entre 

un latido y otro. Con este valor se calculó luego el índice de arritmias como la variabilidad de los períodos con respecto al promedio. La 

amplitud del transitorio de calcio está dada por la intensidad de fluorescencia máxima menos la mínima del transitorio de calcio, normalizada 

por la fluorescencia mínima. Las derivadas positiva y negativa representan la velocidad de contracción y relajación respectivamente. 
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INTERVENCIONES FARMACOLÓGICAS 

Cafeína: se administraron 25 µl de cafeína (Sigma-Aldrich) 100 mM con pipeta sobre el preparado semi 

intacto logrando una concentración de 10 mM de cafeína en el preparado. La administración se hizo 

con pipeta automática dejando caer la solución sobre la cámara cónica, indicada por la zona de 

incidencia del láser del microscopio confocal. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

Para el análisis comparativo de los datos funcionales se utilizó ANOVA de una vía con test de Tukey 

cuando se comparó el efecto de las líneas y test de student cuando se compararon dos muestras. En 

todos los casos se utilizó un intervalo de confianza del 95%, considerando significativos todos los 

resultados estadísticos menores a un p de 0,05. 

ENSAYOS DE TRADUCCIÓN 

Dado que nuestras líneas de estudio presentan modificaciones en los niveles de expresión de proteínas 

involucradas en la síntesis proteica o traducción, nos propusimos estudiar si nuestros resultados son 

dependientes o independientes de la acción canónica de estas proteínas sobre la síntesis proteica en 

el corazón. Los estudios se enfocaron en analizar si los niveles generales de síntesis proteica varían en 

líneas transgénicas de moscas con niveles diferenciales de expresión de eIF4E y 4E-BP. Para ello 

analizamos la síntesis proteica en tejido cardíaco mediante el  Click-iT™ Plus OPP Alexa Fluor™ 488 

Protein Synthesis Assay Kit (Invitrogen™ #C10456).  

Antes de realizar los ensayos en el tejido cardíaco se probó la eficiencia del kit en un cultivo de células 

HeLa. La elección de estas células se debió a que son un tipo celular traduccionalmente activo, lo que 

nos permite evaluar cambios en los niveles de síntesis proteica. 

 Las células se cultivaron de manera convencional en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 

Medium, Thermo Scientific™) y una vez alcanzado el 80% de confluencia se levantaron y pasaron a una 

placa de 3 mm en cuya base se colocó un portaobjetos para que las células se adhirieran y crecieran 

sobre éste facilitando el posterior montaje y visualización en el microscopio de fluorescencia. Al día 

siguiente se cambió el medio por DMEM sin metionina (Dulbecco's Modified Eagle's Limiting Medium, 

Thermo Scientific™ #30030) suplementado con el análogo de metionina OPP (O-propargil-puromicina) 

1:1000. Se cultivaron durante 30 min a 37°C y luego se procedió a la fijación y tinción. El grupo de 

células que se usó como control negativo se incubó con el inhibidor de la traducción cicloheximida (1 

mg/ml, Sigma Inc, USA) al momento de la incubación con el medio suplementado con OPP. Después 

de la incubación se lavaron las células con buffer fosfato salino (PBS) durante 10 min. Luego se 

incubaron durante 15 min con paraformaldehído (PFA) al 4% y posteriormente con 0,5% Tritón X-100 

en PBS durante 15 min. Tras estos pasos las células se lavaron dos veces con PBS e incubaron durante 

30 min en oscuridad con el cóctel de reacción del kit preparado como lo indica el proveedor. Luego se 

lavaron con el componente F del kit durante 10 min y se incubaron con Nuclear Mask 1:2000 en PBS 

durante 30 min en oscuridad. Tras dos lavados con PBS se montaron en portaobjetos y observaron al 

microscopio confocal Olympus FV1000.  

Para los ensayos de traducción en el preparado semi intacto de corazón se precalentó el medio 

Schneider (Gibco™ #21720-024) a 30°C y se adicionó el análogo de metionina OPP en una relación 

1:1000 con respecto al medio. Los preparados semi intactos se incubaron durante 45 min a 37 °C en 

este medio. Como control negativo se bloqueó la traducción con cicloheximida (1mg/ml, Sigma Inc, 

USA) co-incubando los corazones con ésta al momento de la incubación en el medio con OPP.   

Transcurrido este tiempo, se lavaron los corazones con PBS durante 10 min. Luego se fijaron con PFA 

4% durante 15 min y permeabilizaron con 0,5% de Tritón X-100 en PBS durante 15 min. En el transcurso 
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de estos 15 min se procedió al preparado del cóctel de reacción como lo indica el kit. Luego de lavar 

los corazones dos veces con PBS se incubaron con el cóctel de reacción durante 30 min en oscuridad. 

Posteriormente a este paso, los corazones se lavaron con el componente F del kit durante 10 min y se 

incubaron con Nuclear Mask 1:2000 en PBS durante 30 min en oscuridad. Tras realizar dos lavados con 

PBS se procedió al montaje en puente como lo muestra la Figura 13. 

Los portaobjetos con las muestras obtenidas se observaron en microscopio confocal Olympus FV1000. 

 

 

Figura 13: Representación del método utilizado para el montaje de los corazones. Dado que estos se encuentran adosados a la cutícula y a 

que ésta posee forma cóncava, el montaje común aplasta el preparado e impide una buena observación. Implementamos este montaje en 

el que se utilizan dos cubreobjetos como base a la que se adhiere un tercer cubreobjetos por encima con las muestras inmersas en glicerol. 

De este modo se establece un “puente” de cubreobjetos debajo del cual quedan las muestras sin ser aplastadas y deformadas. 

 

ENSAYO DE DOBLE HÍBRIDO 

Para evaluar si eIF4E y SERCA interaccionan físicamente se procedió al empleo del ensayo de doble 

híbrido. El principio de este ensayo se basa en la acción del factor de transcripción de levaduras Gal4. 

Este factor se encuentra formado por dos dominios, uno de unión al ADN (BD, por sus siglas en inglés 

binding domain) y otro de activación de la transcripción (AD, por sus siglas en inglés activator domain).  

Cuando estos dos dominios se unen, el factor Gal4 es activo y capaz de unirse a una secuencia 

nucleotídica en el ADN llamada UAS (por sus siglas en inglés Upstream activating sequence) 

promoviendo así la transcripción de cualquier gen que se encuentre corriente abajo de ésta. El hecho 

de que Gal4 esté conformado por dos dominios permite clonar proteínas de interés asociadas a cada 

uno de sus dominios y, en caso de que estas proteínas interaccionen, se encontrarán lo 

suficientemente cerca para formar el factor Gal 4 activo y promover la transcripción de aquellos genes 

que se encuentren corriente abajo de la secuencia UAS. Así, midiendo la expresión de un gen reportero 

codificado corriente abajo del UAS se puede medir la interacción entre dos proteínas de interés (112, 

113). 

En el sistema de doble híbrido de levadura Gold Matchmaker (ClonTech) que hemos utilizado, cuando 

las proteínas del cebo y presa (proteínas de interés) interactúan, el ADN-BD y AD se acercan para 

activar la transcripción de cuatro genes reporteros independientes (AUR1-C, ADE2, HIS3 y MEL1). La 

figura 14 muestra un esquema representativo del funcionamiento de éste. El sistema posee cuatro 

genes reporteros integrados bajo el control de tres promotores distintos que responden a Gal4 y se 

utilizan para detectar las interacciones de doble híbrido y se describen a continuación.   

AUR1 - C. Una versión mutante dominante del gen AUR1 que codifica la enzima inositol fosforil 

ceramida sintasa. AUR1-C se expresa en la cepa de levadura Y2HGold en respuesta a las interacciones 

proteína-proteína que llevan a la activación transcripcional por GAL4. En Saccharomyces cerevisiae, su 

expresión confiere una fuerte resistencia al fármaco Aureobasidina A (AbAr).   

HIS3. La cepa Y2HGold es incapaz de sintetizar histidina y es por lo tanto incapaz de crecer en medios 

que carecen de este aminoácido esencial. Cuando las proteínas de cebo y presa interactúan, la 

expresión de His3 sensible a Gal4 permite que la célula sintetice histidina y crezca en un medio mínimo.  
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ADE2. Y2HGold también es incapaz de crecer en medios mínimos que no contengan adenina. Sin 

embargo, cuando las dos proteínas interactúan, la expresión de Ade2 se activa, permitiendo que estas 

células crezcan en medio mínimo sin adenina (-Ade). 

MEL1. MEL-1 codifica α-galactosidasa, una enzima que existente naturalmente en muchas cepas de 

levadura. Como resultado del doble híbrido, la α-galactosidasa (MEL1) es expresada y secretada por 

las células de levadura. Las colonias de levadura que expresan Mel1 se tornarán color azul en presencia 

del sustrato cromógeno X-α -Gal. 

 

 

Figura 14. Principio del ensayo de doble híbrido: se expresan dos proteínas separadamente, una (proteína de cebo) fusionada al dominio de 

unión al ADN de Gal4 (BD) y la otra (proteína de presa) fusionada al dominio de activación transcripcional de Gal4 (AD). En Y2HGold Yeast 

Strain, la activación de los reporteros (AUR1-C, ADE2, HIS3 y MEL1) sólo ocurre en una célula que contiene proteínas que interactúan y 

permiten la unión de Gal4 al promotor.  

Para llevar a cabo el ensayo de doble híbrido se utilizaron cepas de levadura Saccharomyces Cerevisiae 

que poseen cada uno de los genes codificantes para las isoformas de eIF4E de Drosophila melanogaster 

unidos al dominio de unión al ADN (BD) del factor de transcripción Gal4 y una cepa que posee el gen 

codificante para SERCA 2A de Drosophila melanogaster unido al dominio de activación (AD) de Gal 4. 

Las cepas fueron provistas por el Dr. Greco Hernández y los ensayos fueron realizados durante mi 

estancia en su laboratorio en el Instituto Nacional de Cancerología de la Ciudad de México.  

Las levaduras que permanecían guardadas a -70°C fueron descongeladas en hielo, plaqueadas en 

placas YPD-agar (Anexo III) y crecidas a 30°C en estufa. Todas las cepas de partida son haploides. S 

cerevisiae posee 2 formas de vida, una haploide y otra diploide. Cuando 2 cepas haploides se cruzan 

dan lugar a una cepa diploide.  

Una vez que las cepas haploides hubieron crecido se procedió a la cruza en medio YPD-agar para dar 

lugar a la cepa diploide portadora de las construcciones en los dominios de activación y de unión al 

ADN de Gal 4 (figura 15). Un día después se realizó una réplica de la placa en medio carente de leucina 

y triptófano (-LW). Cabe destacar que la cepa portadora del AD es capaz de crecer en medio sin leucina 

mientras que, la cepa portadora del BD lo es en medio carente de triptófano. De este modo, solo las 

cepas diploides serán capaces de crecer en el medio carente de ambos permitiendo así su selección. 

Al día siguiente se tomó una pequeña muestra de células diploides y se esparció en la placa -LW como 

se muestra en la figura 16. Luego de un día de crecimiento se realizó la réplica de estas placas en los 
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medios restrictivos para evaluar la interacción proteica. Los medios utilizados fueron: medio sin 

leucina, triptófano e histidina suplementado con 30 mM de 3-Amino-1,2,4-Triazol (-LWH + 30 mM 3AT) 

y, medio sin leucina, triptófano, histidina y adenina suplementado con 30 mM de 3-Amino-1,2,4-Triazol 

(-LWHa + 30 mM 3AT).  La elección de estos medios se debe a que las cepas poseen corriente debajo 

de la secuencia UAS los genes reporteros que permitirán observar la interacción de las proteínas de 

interés. Uno de ellos es el gen reportero HIS3 que permite la síntesis de histidina en la célula. Así, en 

un medio carente de histidina, si las proteínas de interés interaccionan los dominios de activación y de 

unión del ADN del factor de transcripción Gal 4 se encontrarán lo suficientemente cerca como para 

dar lugar a Gal 4 funcional y de este modo promover la transcripción del gen HIS3. A su vez, para 

asegurarse que dicha interacción es real se agrega 3AT, un inhibidor competitivo del producto del gen 

HIS3. La célula será capaz de crecer en presencia de 3AT solamente si el nivel del producto del gen HIS3 

es suficiente para producir suficiente histidina y permitir la supervivencia celular. De este modo, las 

levaduras serán capaces de crecer en medio carente de este aminoácido sí y sólo sí las proteínas de 

interés interaccionan. ADE2 es también un gen corriente abajo de la secuencia UAS. Dado que las cepas 

son incapaces de crecer en medio carente de adenina, de igual manera que pasa con el gen HIS3, si las 

proteínas de interés interaccionan se promoverá la transcripción de ADE2, para promover la síntesis 

de adenina y el crecimiento celular en medio carente de ésta.  

El experimento de interacción se realizó a distintos tiempos de crecimiento y se eligió un tiempo de 72 

horas ya que permitía observar con claridad las interacciones y poder discriminar este crecimiento del 

ruido de fondo. 

Como control negativo de interacción se utilizó una cepa portadora del vector con el dominio de 

activación solo y como control positivo una cepa portadora del dominio de activación acoplado a la 

proteína 4E-BP, quien se conoce ampliamente que interacciona con algunas de las isoformas de eIF4E. 

 

 

A B 
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Figura 15. Esquema representativo de las cruzas de cepas haploides en medio YPD-agar. Se trazó una línea vertical en la placa con la cepa 

portadora del dominio de activación solo (A), el dominio de interacción asociado a 4E-BP (B) y el dominio de activación asociado a SERCA (C). 

Se trazaron líneas horizontales con las cepas portadoras del dominio de unión al ADN (BD), y de las secuencias génicas de eIF4E-1; 4; 6; 7 y 

HP asociadas al dominio de unión al ADN. Remarcadas en amarillo se encuentran las cepas diploides producto de la cruza que fueron 

sometidas al ensayo de interacción.  

 

 

Figura 16. Esquema representativo del crecimiento de las cepas diploides. Se tomaron células diploides producto de los cruzamientos 

(marcadas en amarillo en la figura 15) y se esparcieron sobre la placa -LW como se muestra en la figura. Se dejaron crecer a 30°C y luego se 

realizó la réplica en las placas de interacción. 

C 
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De la misma manera, se realizó un ensayo de doble híbrido cotejando el gen eIF4E-1 humano con el 

gen de SERCA de humano para evaluar si la interacción propuesta se encuentra conservada en distintas 

especies.  

Para ello, las secuencias de los ADNc de dichos genes fueron provistas por OriGene Technologies, 

siendo los clones obtenidos los #RC207333 y #RC214911, respectivamente. Todos los ADNc se 

encontraban insertos en el vectorpCMV6-Entry y fueron amplificados por PCR a partir de estos 

utilizando las siguientes combinaciones de primers: 

Human SERCA EcoRI Forw 5’ GAATTCATGGAGAACGCGACAACCAAGACG 3’ 

Human SERCA 744 PstI Rev 5’ CTGCAGTTAGGGTGTTCTCTCCTGTTCTGTTGC 3’ 

Human eIF4E EcoRI Forw 5’ GAATTCATGGCGACTGTCGAACCGGAAACCA 3’ 

Human eIF4E PstI Rev 5’ CTGCAGTTAAACAACAAACCTATTTTTAGTGGTGG 3’ 

Luego se ligaron en el vector pTC57R/T con la ligasa T4 durante toda la noche. 5 µl de los plásmidos 

ligados se utilizaron para transformar 50 µl de bacterias E coli DH5α competentes co-incubándolas 20 

min en hielo, aplicando un shock térmico de 42°C de 30 seg para luego recuperarlas durante 60 min a 

37°C en agitación con 200 µl de LB. Tras este paso se plaquearon en placas LB-agar-ampicilina y dejaron 

crecer durante 17 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo se seleccionaron colonias y dejaron crecer 

en LB líquido durante 17 horas a 37°C en agitación para luego extraer por mini-prep los plásmidos de 

las colonias transformadas. Estos plásmidos se cortaron con las enzimas de restricción 

correspondientes (EcoRI y PstI para eIF4E y SERCA). Aquellos clones que tras el corte con las enzimas 

de restricción liberaron el fragmento insertado fueron considerados como clones positivos y se 

enviaron a secuenciar. Tras la secuenciación, se procedió a la ligación de eIF4E en el plásmido portador 

del dominio de unión al ADN de Gal 4 y la ligación de SERCA en el plásmido portador del dominio de 

activación de Gal 4. Para ello ambos plásmidos fueron cortados con EcoRI y PstI e incubados en una 

proporción 3:1 y 9:1 inserto: plásmido con la ligasa T4 durante toda la noche a 4°C. Los productos de 

ligación se utilizaron para transformar bacterias DH5α como se detalló anteriormente, y tras los pasos 

mencionados, una vez identificados los clones positivos uno de cada uno de ellos se utilizó para la 

transformación de las cepas de levaduras. Los plásmidos portadores del dominio de unión al ADN 

fueron clonados en la cepa α de S cerevisiae y los plásmidos portadores del dominio de activación en 

la cepa a. El procedimiento para la transformación de las levaduras se detalla en el apartado 

“Transformación de levaduras con las construcciones mutantes”.  

Una vez obtenidas las levaduras con las construcciones de interés para estudiar la interacción entre las 

proteínas humanas, se procedió al ensayo de doble híbrido propiamente dicho. Como se mencionó 

anteriormente, las cepas haploides se cruzaron en medio YPD-agar para dar lugar a las cepas diploides. 

Éstas se crecieron en medio -LW y luego se sometieron a la evaluación de la interacción en los medios 

restringidos antes mencionados. Las figuras resumen los pasos de cruza y crecimiento de dichas cepas. 
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Figura 17. Esquema representativo de las cruzas de cepas haploides en medio YPD-agar. Se trazó una línea vertical en la placa con la cepa 

portadora del dominio de activación solo (A), el dominio de interacción asociado a 4E-BP de Drosophila melanogaster (B) y el dominio de 

activación asociado a SERCA humano (C). Se trazaron líneas horizontales con las cepas portadoras del dominio de unión al ADN (BD), y de la 

secuencia génica de eIF4E-1 humana asociada al dominio de unión al ADN. Remarcadas en amarillo se encuentran las cepas producto de la 

cruza que serán diploides.  

 

Figura 18. Esquema representativo del crecimiento de las cepas diploides. Se tomaron células diploides producto de los cruzamientos 

(marcadas en amarillo en la figura 17) y se esparcieron sobre la placa -LW como se muestra en la figura. Se dejaron crecer a 30°C y luego se 

realizó la réplica en las placas de interacción. 

 

A B 

C 
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 MUTAGÉNESIS SITIO DIRIGIDA 

Para evaluar si la interacción encontrada está determinada por el sitio probable de interacción entre 

SERCA y eIF4E, se mutaron 3 aminoácidos de este sitio utilizando el Kit QuikChange Lightning Multi 

Site-Directed Mutagenesis Kit, 10 rxn (Agilent Technologies #210516). Primero se mutaron las bases 

T121G, T122C y C124G para dar lugar a los cambios de una leucina por una alanina en la posición 41 

y una prolina por una alanina en la posición 42. Los primers utilizados fueron: 

T121G_T122C_C124G FOR 5´ GAAATACGGACCCAATGAGGCGGCCGACTGAGGAAGGAAAGAG 3´ 

T121G_T122C_C124G REV 5´ CTCTTTCCTTCCTCAGTCGCCGCCTCATTGGGTCCGTATTTC 3´ 

PROTOCOLO 

Buffer                 2.5 µl 

Template           1 µl (50 ng) 

Primer For         1.04 µl (100 ng) 

Primer Rev        0.81 µl (100ng) 

dNTPs                 1 µl  

Enzima               1 µl 

Agua                  17.69 µl      

 

 

 

PROGRAMA DE TERMOCICLADO 

95 C    2 min 

95 C    20 seg 

55 C    30 seg                                                              30 ciclos 

65 C    30 seg/Kb del plásmido (2 min) 

Extensión final a 65 C, 5 min   

Después de la reacción de PCR se agregó 1 µL de DpnI y se dejó incubar a 37 C por 2 horas. 

Posteriormente se transformaron XL10-Gold Ultracompetent Cells (Agilent Technologies). A 50 µl de 

las células competentes se le agregaron 2 µl β-ME mix y se dejó incubar la mezcla 10 min en hielo. Se 

agregaron 5 µl del plásmido con el inserto mutado, se dejaron las células 20 min en hielo y luego se les 

aplicó shock térmico de 42°C durante 30 seg. Luego se recuperaron las bacterias con el agregado de 

200 µl de medio LB (anexo IV) y se dejaron en estufa a 37°C con agitación durante 60 min. 

Posteriormente se plaquearon en placa LB-agar-ampicilina y dejaron crecer a 37°C en estufa hasta el 

día siguiente, momento en que se seleccionaron colonias transformantes y se hicieron crecer en LB-

ampicilina a 37°C en agitación por 17 horas. Luego del crecimiento se procedió a la extracción del 

plásmido por mini-prep con el Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit (Zimo Research #D4037) y al corte de éste 

con las enzimas de restricción flanqueantes del fragmento de SERCA mutante (PstI y SalI) para 
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identificar las colonias que incorporaron el fragmento. Una vez identificadas se procedió a la 

preparación de las muestras para secuenciar -3 colonias- por el método de Sanger y corroborar la 

presencia de las mutaciones dirigidas en la secuencia. Para ello, primero las muestras fueron 

amplificadas. 

PROTOCOLO 

Big Dye         1 µl 

Buffer          2 µl 

Molde     2 µl 

Primer M13   0,5 µl 

Agua               4,5 µl 

 

PROGRAMA DE TERMOCICLADO 

96°C       3 min 

96 °C      10 seg 

55°C       5 seg 

60°C       4 min 

Luego de la amplificación se lavaron las muestras agregando 2,5 µl de EDTA 125 mM y 30 µl de etanol 

100%. Se dejaron 30 min a temperatura ambiente, se centrifugaron 30 min a 4000 g a 4°C. Se quitó el 

sobrenadante y se agregaron al pellet 70 µl de etanol. Se centrifugaron durante 15 min a 4000 g a 4°C. 

Se descartó el etanol y se dejaron secar a 37°C. Luego se envió al servicio de secuenciación. Uno de los 

clones positivos se utilizó para transformar la cepa a de S cerevisiae como se detalla en el apartado 

“Transformación de levaduras con las construcciones mutantes”. 

Por otro lado, luego de la secuenciación, los clones positivos se utilizaron para incorporar la siguiente 

mutación en los nucleótidos T106G Y A107C para dar lugar al cambio de una tirosina por una alanina 

en la posición 36. Los primers utilizados fueron: 

T106G_A107C_FOR 5´ CCAGATCAAGGCTAACCAGAAGAAAGCCGGACCCAATGAG 3´ 

T106G_A107C_REV 5´ CTCATTGGGTCCGGCTTTCTTCTGGTTAGCCTTGATCTGG 3´ 

El protocolo realizado fue el mismo que se detalló anteriormente.  

Se seleccionó un clon doble mutante (incorporó las primeras mutaciones y ésta última) y se utilizó para 

acoplar al dominio de activación de Gal 4. Para ello se cortaron con las enzimas PstI y SalI tanto los 

fragmentos mutantes como el vector portador del dominio AD.  

Luego de correr y extraer los fragmentos de un gel de agarosa 0,8%, se procedió a la ligación de los 

fragmentos de SERCA mutante en el vector AD. Para ello se incubaron en una proporción 3:1 y 9:1 

(fragmento: vector) con la ligasa T4 y su buffer a 4°C durante toda la noche. Al día siguiente se 

transformaron 50 µl de bacterias E coli DH5α competentes con 5 µl de producto de ligación como se 

indica en la sección “mutagénesis sitio dirigida”. De las colonias que crecieron se extrajeron los 

plásmidos por mini-prep y cortaron con las enzimas de restricción PstI y SalI para corroborar la 

inserción del fragmento. Los clones positivos se utilizaron para la transformación de las levaduras de 

la cepa a de S cerevisiae. 
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 TRANSFORMACIÓN DE LEVADURAS CON LAS CONSTRUCCIONES MUTANTES  

La cepa a es incapaz de crecer en medio carente de leucina, el plásmido AD le confiere la capacidad de 

hacerlo. Del mismo modo, la cepa α no puede crecer en ausencia de triptófano y es el plásmido BD 

quien le confiere esta capacidad.  

Las levaduras de ambas cepas se hicieron crecer durante 17 horas en medio YPD líquido a 30°C en 

agitación. Se obtuvieron levaduras competentes luego de lavarlas dos veces con 5 ml de 1x TE+ 0,1M 

LiOAc con pasos de centrifugación a 3500 rpm durante 5 min entre cada lavado y resuspenderlas en 

500 µl de 1x TE+ 0,1M LiOAc. 50 µl de las levaduras competentes se incubaron con 10 µl de ADN de 

salmón previamente hervido durante 5 min, 5 µl del plásmido correspondiente y 300 µl de PEG (Anexo 

V) durante 30 min a 30°C en agitación. Luego se les aplicó un shock térmico durante 20 min a 42°C. Se 

centrifugaron a 3000 rpm por 15 seg, se retiró el sobrenadante cuidadosamente con tip y lavaron dos 

veces con 500 µl de 1x TE centrifugando entre lavados a 3000 rpm por 15 seg. Por último, se 

resuspendieron en 100 µl de 1x TE y plaquearon en placas con medio sin leucina (-L) y sin triptófano (-

W) las cepas a y α, respectivamente. Como control se utilizaron levaduras transformadas de la misma 

manera sin el plásmido. 

Las levaduras que crecieron en los medios restrictivos incorporaron el plásmido correspondiente y 

fueron utilizadas para los ensayos de doble híbrido posteriores. 

 RT-PCR DE CORAZÓN  

Para evaluar los niveles de expresión de la isoforma 4 de eIF4E se aislaron 70 corazones y se extrajo 

ARN por el método de TRIzol (Thermo Fisher #15596026) según indicaciones del fabricante. Luego se 

procedió a la amplificación por PCR con el kit OneStep RT-PCR de Qiagen. Este kit posee tanto una 

retrotranscriptasa como ADN polimerasa, permitiendo realizar la retrotranscripción del ARN y 

posterior amplificación en un único paso.  

Los primers utilizados fueron: 

eIF4E-4 Fwd: 5’ CCGTTATCAACTTGCGCGG 3’  

eIF4E-4 Rev: 5’ CCCTGCTTGCACATAGTGTC 3’  

Tubulina Fwd: 5’ ATCAACTACCAGCCTCCCAC 3’ 

Tubulina Rev: 5’ TCCTCCATCCCCTCCCCAAC 3’  

PROTOCOLO 

Solución 5x                  5 µl 

Solución Q                   5 µl 

dNTPs (10 mM)          1 µl 

Primer Fw                    1 µl 

Primer Rv                     1 µl 

Mix enzimas                1 µl 

Molde                          5 µl 

Agua hasta 25 µl 
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PROGRAMA DE TERMOCICLADO 

Transcripción reversa        30’       55°C 

Desnaturalización de la 

Retrotranscriptasa              15’      95°C 

Desnaturalización              30’’      94°C 

Annealing      1’          55°C                    40 ciclos 

Extensión      30’’       72°C 

Extensión final                   5’           72°C 

Los productos de PCR se corrieron en gel de agarosa 2% en TAE 1X a 100 V durante 90 min. Se utilizó 

Gel Red como intercalante y se reveló con transiluminador UV en ChemiDoc™ XRS+. 

 

 WESTERN BLOT 

Se aislaron 15 corazones de cada una de las líneas de interés y se lisaron en buffer de carga 8 M urea 

(Anexo VI). Luego, las muestras fueron sometidas a una electroforesis en gel de poliacrilamida 12% 

(Laemmli, 1970. Anexo VII) y posterior transferencia a membrana de PVDF previamente activada con 

metanol. La transferencia se realizó durante 60 min a 60 voltios. Una vez transferidas las proteínas a 

la membrana se bloqueó con leche al 5% en Tris Buffer Salino con 1% Tween (T-TBS 1%) durante una 

hora a temperatura ambiente en agitación. La incubación con anticuerpo primario se realizó durante 

toda la noche a 4°C. El anticuerpo primario usado fue anti-dSERCA provisto por el Dr. Sanyal preparado 

en una proporción 1:10000 en 1% leche en T-TBS 1%. Al día siguiente tras quitarse el anticuerpo 

primario se lavó la membrana 3 veces con T-TBS 1% durante 10 min y se incubó con el anticuerpo 

secundario anti-conejo acoplado a HRP (Santa Cruz Biotech) 1:10000 en 1% leche en T-TBS 1% durante 

una hora a temperatura ambiente en agitación. Tras 3 lavados de 10 min cada uno con T-TBS 1% se 

procedió al revelado de la membrana en ChemiDoc™ XRS+ Imaging System (Bio-Rad). El análisis de las 

imágenes se realizó con el software del equipo llamado Quantity One. 

 

  ESPECTROMETRÍA DE MASAS  

Se aislaron 300 corazones y se procesaron en buffer de RIPA (Anexo VIII) sonicándolos durante 30 seg 

dos veces a 65 W/L. 15 µg de la muestra obtenida fueron sometidos a una electroforesis en gel de 

poliacrilamida 12% (Laemmli, 1970). Se dejó correr la muestra un centímetro y esta porción del gel fue 

cortada y tratada para su posterior incorporación al espectrómetro de masas. El procesamiento 

siguiente de la muestra estuvo a cargo del personal del CEQUBIEM-UBA quienes proveyeron sus 

servicios de espectrometría de masas.  Las muestras fueron digeridas con tripsina. Se analizaron por 

nanoHPLC acoplado a un espectrómetro de masa con tecnología Orbitrap, lo que permitió en primer 

lugar una separación de los péptidos obtenidos por digestión tríptica de la muestra y una posterior 

identificación de los mismos. Se realizaron dos tipos de análisis espectrométricos:  

- Data Dependent Acquisition (DDA): según ciertos criterios de selectividad, basados en la abundancia 

de los iones que aparecen a cada tiempo de retención del nano HPLC,  el software del espectrómetro 

de masa determina qué relación masa/carga (m/z) fragmentar y realizar MSMS. 

https://www.google.com.ar/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=10&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjj14zP4YzWAhUJj1QKHcmWBxgQFghVMAk&url=http%3A%2F%2Fwww.biocompare.com%2F12551-Digital-Gel-Imaging-Systems-CCD-Gel-Documentation%2F6257810-ChemiDoc-Imaging-System%2F&usg=AFQjCNGkZwq44LrcjHGoNuEPknU42o_b0g
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- Targeted Acquisition: se configuró un listado de m/z que surge de la digestión teórica de eIF4E-4 y de 

los resultados obtenidos experimentalmente por el servicio o que estén en la literatura para esta 

proteína y el espectrómetro de masa solo fragmenta y realiza MSMS de esos m/z. 

La ionización de las muestras se realiza por electrospray utilizando un ionizador por Electro Spray 

marca Thermo Scientific, modelo EASY-SPRAY. El voltaje del Spray fue de 2,5kV. El análisis de los datos 

obtenidos se realizó con el programa Proteome Discoverer. Éste es un motor de búsqueda en el cual el 

usuario debe seleccionar la base de datos y ciertas características que se vinculan con la forma en que 

fue tratada la muestra. En base a esta información y a los datos crudos obtenidos del espectrómetro 

de masa, el programa desarrolla un informe donde indica qué proteínas fueron identificadas y los 

péptidos que utilizó para esta identificación. El programa asigna un nivel de confianza a estos péptidos 

(High/Medium/Low) y el usuario decide con cual nivel de confianza trabajar, siendo siempre preferible 

utilizar solo los péptidos de nivel High. Finalizada la búsqueda con el Proteome Discoverer, los datos se 

exportaron a Excel para proceder con la normalización manual de las áreas de cada proteína 

identificada. Los resultados obtenidos se procesaron con el programa libre Perseus. 
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1. Modulación génica de 4E-BP  

 
Dado que la frecuencia cardíaca influye en el ciclado del calcio intracelular en el corazón (114) el primer 

paso fue evaluar si existe una diferencia significativa entre las frecuencias cardíacas de las líneas 

estudiadas. Como se puede observar en la figura 19, no existen diferencias significativas entre las 

frecuencias cardíacas de las líneas, por lo que los efectos observados en el ciclado de calcio que se 

muestran más adelante puedan adjudicarse a las características propias de las etapas del ciclado 

intracelular de este ion y no a una variación en la frecuencia. Los resultados indican que no hay 

diferencia significativa entre los distintos grupos. 

 
Figura 19: Frecuencia cardíaca de moscas de 7 días de edad. TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; UAS-GCaMP3/+ n=7; TinC-Gal4-GCaMP3/+; UAS-

eIF4E/+ n= 4; TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; UAS-4E-BP/+ n=7; TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; UAS-ARNi-eIF4E/+ n=5; TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; 

UAS-ARNi-4E-BP n=4. ANOVA de una vía con test de Tukey. 

 

1.1. Rol de 4E-BP en el ciclado del calcio intracelular  

Luego de la obtención y procesamiento (Figura 20) de los registros de fluorescencia adquiridos en el 

microscopio confocal procedimos a evaluar los efectos de la variación en los niveles de expresión de 

una de nuestras proteínas de interés, 4E-BP. La línea transgénica que sobreexpresa el gen de 4E-BP 

presenta una mayor amplitud del transitorio de calcio intracelular respecto a la línea control y a la línea 

que tiene reducido los niveles de 4E-BP mediante ARN de interferencia. Este aumento fue acompañado 

por un incremento en las velocidades de contracción (derivada positiva) y relajación (derivada 

negativa) del transitorio de calcio (Figura 21) indicando un posible efecto beneficioso de la 

sobreexpresión de 4E-BP sobre la contractilidad cardíaca de Drosophila melanogaster. 
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Figura 20. La sobreexpresión de 4E-BP aumenta el transitorio de Ca+2. Transitorios de calcio representativos de las líneas control (izquierda), 

transgénica que sobreexpresa 4E-BP (centro) y transgénica que expresa un ARN interferente contra 4E-BP (derecha).  
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Figura 21. La sobreexpresión de 4E-BP aumenta la amplitud y la velocidad de subida y bajada del transitorio de Ca+2.Valores promedio de 

la amplitud del transitorio de calcio intracelular (A), velocidad máxima de contracción (B) y velocidad máxima de relajación (C) de las líneas 

control, con sobreexpresión de 4E-BP y expresión de ARN interferente contra 4E-BP. ANOVA de una vía con test de Tukey.  N: 7; 7 y 4, 

respectivamente. P *< 0,05 respecto a control y a ARNi-4E-BP. 

Con el fin de evaluar el contenido de calcio del retículo sarcoplasmático se administró un pulso de 

cafeína (Figura 22), estrategia ampliamente utilizada experimentalmente en mamíferos. Esta 

intervención permite también calcular la fracción de liberación del retículo sarcoplasmático y la 

actividad de la bomba calcio ATPasa (SERCA). Esto es posible dado que la cafeína aumenta la 

probabilidad de apertura de los canales de rianodina (RyR2) del retículo sarcoplasmático, provocando 

así una liberación del contenido total de calcio del retículo. A su vez, inhibe a la bomba SERCA. 

Evaluando la constante de relajación (Tau) del transitorio producido por la cafeína (donde solo 

participa el NCX de la membrana plasmática), y el Tau del transitorio de calcio (determinado tanto por 

la actividad del NCX como de la SERCA) se puede inferir la actividad de la bomba SERCA. Ésta resulta 

de la sustracción entre la inversa del Tau del transitorio y la inversa del Tau del pulso de cafeína.  

Los resultados arrojados indicaron que la línea portadora de la sobreexpresión de 4E-BP presenta una 

mayor liberación de calcio desde el retículo sarcoplasmático y una tendencia a un aumento de la carga 

del retículo sarcoplasmático (p= 0,27) (Figura 23). La actividad de la SERCA se vio aumentada con 

respecto al control, acompañado este efecto de una disminución de la constante de relajación (Tau) 

en relación tanto al control como a la línea que presenta un silenciamiento de 4E-BP. Este aumento en 

la velocidad de relajación puede deberse a la mayor actividad registrada de la SERCA (Figura 24). Dada 

la mayor actividad de la SERCA, éste puede ser el motivo por el cual la carga de Ca+2 tiende a aumentar, 

llevando esto a una mayor fracción de liberación de calcio. 

La línea que porta el ARN interferente contra 4E-BP se comporta en todos los parámetros de manera 

similar a la línea control. Esto puede deberse a que la reducción de los niveles de 4E-BP no afecta al 

ciclado del calcio o, a que la reducción con el ARN interferente no es completamente suficiente para 

desenmascarar sus efectos, por lo que esta línea se comporta como si fuera la línea control.  

C 
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Figura 22. La sobreexpresión de 4E-BP aumenta el transitorio de Ca+2 producido por un pulso de cafeína. Transitorio de calcio inducido por 

cafeína representativo de cada una de las líneas transgénicas estudiadas, control (izquierda), sobreexpresión de 4E-BP (centro) e interferencia 

de 4E-BP (derecha). 

 

 

 

Figura 23: La sobreexpresión de 4E-BP aumenta el contenido de Ca+2 del RS y la fracción de liberación de Ca+2. Valores promedio de carga 

de calcio del retículo sarcoplasmático y fracción de liberación de las líneas control, la que sobreexpresa 4E-BP y la que presenta interferencia 

de 4E-BP. La línea que sobreexpresa 4E-BP exhibe una clara tendencia a aumentar la carga de Ca+2 del RS y una mayor fracción de liberación 

respecto a las otras 2 líneas analizadas. N=7, 7 y 4 respectivamente. ANOVA de una vía con test de Tukey. * P < 0,05 respecto a control y a 

ARNi-4E-BP. 

A B 
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Figura 24: La sobreexpresión de 4E-BP disminuye el tiempo de relajación y aumenta la actividad de la SERCA. Tau (A) y actividad de la 

SERCA (B) promedios de las líneas control, UAS-4E-BP y UAS-ARNi-4E-BP. La línea portadora de la sobreexpresión de 4E-BP presenta una 

disminución en la constante de relajación Tau y un aumento de la actividad de la bomba SERCA respecto a las otras líneas analizadas. N=7; 

n=7 y n=4 respectivamente. ANOVA de una vía con test de Tukey. * P < 0,05 respecto a control y a ARNi-4E-BP. 

 

1.2. Relación entre envejecimiento cardíaco y acción de 4E-BP sobre el ciclado del calcio 

intracelular 

 

Dado que la sobreexpresión de 4E-BP mostró un efecto inotrópico positivo a edades tempranas del 

adulto (7 días), nos propusimos estudiar si este efecto se mantiene durante el envejecimiento. Para 

ello se evaluaron los mismos parámetros en moscas transgénicas que sobreexpresan 4E-BP en adultos 

de 40 días de edad. El grupo de moscas que expresan el ARN interferente contra 4E-BP no sobrevivió 

hasta la edad experimental planteada (40 días), indicando un posible efecto de la interferencia en la 

expectativa de vida. Por esto, esta línea no se incluyó en este análisis. La línea control mostró un patrón 

de envejecimiento típico, experimentando una disminución en la frecuencia cardíaca y en la amplitud 

del transitorio de Ca+2 junto con una reducción en las velocidades de contracción y relajación y en la 

constante de tiempo relajación Tau como mostramos en trabajos previos (115).  

Al evaluar la frecuencia cardíaca de la línea con sobreexpresión de 4E-BP se observó que el 

envejecimiento produce un aumento con respecto a las moscas control. Éste se vio acompañado por 

un incremento en la amplitud del transitorio de Ca+2 (Figura 25).  

A B 
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Figura 25: La sobreexpresión de 4E-BP  aumenta la frecuencia cardíaca y la amplitud del transitorio de Ca+2 en corazones de moscas 

envejecidas. Frecuencia cardíaca y amplitud de moscas control y de aquellas que sobreexpresan 4E-BP a los 40 días de edad. N: 6 y 6. Test 

de Student.  *p < 0,05.   

La velocidad de subida del transitorio de Ca+2 manifestó un aumento, mientras que la de relajación 

presentó una tendencia a aumentar aunque no significativa (p= 0,91) en la línea que sobreexpresa 4E-

BP a los 40 días con respecto al control (Figura 26). 

 

 

Figura 26: La sobreexpresión de 4E-BP aumenta la velocidad de subida y tiende a aumentar la de relajación del transitorio de Ca+2 en 

corazones de moscas envejecidas. Velocidades de contracción (izquierda) y relajación (derecha) del transitorio de calcio de moscas control 

y con sobreexpresión de 4E-BP a los 40 días de edad. N: 6 y 6. Test de Student.  * p < 0,05  

A 

A B 

B 



44 
 

En un subgrupo de moscas se estudiaron los parámetros de relajación. Este subgrupo estuvo integrado 

por aquellas moscas que respondieron a la cafeína de manera tal que se pudieran analizar todos los 

datos de interés. Así encontramos que el tiempo de relajación (Tau) y la actividad de la SERCA, que 

presentaba una disminución y un aumento, respectivamente, a los 7 días de edad en las moscas que 

sobreexpresan 4E-BP, no cambian significativamente  con el envejecimiento (Figura 27). Y los datos de 

carga de calcio del retículo sarcoplasmático y la fracción de liberación permanecieron inalterables 

entre líneas durante el envejecimiento, si bien ambos parámetros mostraron una tendencia a 

aumentar (valores p de 0,08 y 0,09, respectivamente) (Figura 28).   

 

 

 

Figura 27: La sobreexpresión de 4E-BP no modifica la relajación ni la actividad de la SERCA2a en moscas envejecidas. Constante de 

relajación Tau (izquierda) y actividad de la SERCA (derecha) de moscas control y con sobreexpresión de 4E-BP a los 40 días. N tau: 6 y 6; n 

actividad de SERCA: 4  y 6. Test de Student. 

A B 
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Figura 28: La sobreexpresión de 4E-BP a los 40 días tiende a aumentar la carga de Ca+2 del RS y la fracción de liberación. Carga del retículo 

sarcoplasmático y fracción de liberación de moscas control y con sobreexpresión de 4E-BP a los 40 días. N: 4 y  6. Test de Student. 

En conjunto, estos resultados indican que los efectos beneficiosos de sobreexpresar 4E-BP a edades 

tempranas se manifiestan parcialmente durante el envejecimiento. En las moscas envejecidas la 

actividad de la SERCA y la constante de tiempo de relajación Tau que se encontraban modificadas a los 

7 días de edad no muestran diferencias a los 40 días cuando se sobreexpresa 4E-BP. Estos resultados 

pueden explicar que la carga de Ca+2 del RS y la fracción de liberación no se encuentren alteradas a los 

40 días de edad.  

 La línea que sobreexpresa 4E-BP muestra una función cardíaca mejorada a los 40 días de edad. Esto 

puede concluirse al observar una mayor amplitud del transitorio de Ca+2 de esta línea respecto a la 

línea control, acompañada de una mayor velocidad de contracción y relajación.  

 

2. Modulación génica de eIF4E 

 
2.1. Rol de eIF4E en el ciclado del calcio intracelular  

El mismo análisis se realizó para las líneas con niveles diferenciales de expresión del gen eIF4E 

(sobreexpresión de eIF4E o de su ARN de interferencia). Se observó un aumento de la amplitud del 

transitorio de calcio intracelular en la línea en la que eIF4E se encuentra interferido. Este aumento se 

vio acompañado por un aumento en las velocidades máximas de contracción (derivada positiva) y de 

relajación (derivada negativa) del transitorio de Ca+2 (Figura 30) con respecto a las otras 2 líneas 

analizadas. 
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Figura 29. La interferencia de eIF4E aumenta el transitorio de Ca+2. Trazos representativos de los transitorios de calcio de las líneas control 

(izquierda), transgénica que sobreexpresa eIF4E (centro) y transgénica que expresa un ARN interferente contra eIF4E. 
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Figura 30. La interferencia de eIF4E aumenta el transitorio de Ca+2 y las velocidades de subida y relajación del transitorio de Ca+2  Valores 

promedio de la amplitud del transitorio de calcio intracelular (A), velocidad máxima de contracción (B) y velocidad máxima de relajación (C) 

de las líneas control, con sobreexpresión de eIF4E y expresión de ARN interferente contra eIF4E. ANOVA de una vía con test de Tukey.  N: 7; 

5 y 4, respectivamente. *P < 0,05 vs. Control y sobreexpresión de eIF4E. 

Al momento de evaluar los parámetros que se desprenden de la intervención con cafeína (Figura 31) 

se encontró que la línea que posee el ARN interferente contra eIF4E presenta una mayor carga de Ca+2 

del retículo sarcoplasmático sin experimentar cambios en la fracción de liberación. Esta última 

presentó una tendencia a aumentar (p= 0,35) en la línea que sobreexpresa eIF4E. Por otro lado la 

actividad de la SERCA se vio afectada por la sobreexpresión de eIF4E y no por su interferencia. Este 

aumento se vio acompañado por una tendencia a la reducción en la constante de relajación Tau de la 

línea que sobreexpresa eIF4E (Figuras 32 y 33).  

 

C 
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Figura 31. La interferencia de eIF4E aumenta el transitorio de Ca+2 del pulso de cafeína. Transitorio de calcio provocado por cafeína 

representativo de cada una de las líneas transgénicas estudiadas, control (izquierda), sobreexpresión de eIF4E (centro) e interferencia de 

eIF4E (derecha). 

 

 

 

Figura 32: La interferencia de eIF4E aumenta el contenido de Ca+2 del RS pero no la fracción de liberación de Ca+2. Valores promedio de 

carga de calcio del retículo sarcoplasmático (A) y fracción de liberación (B) de las líneas control, la que sobreexpresa eIF4E y la que presenta 

interferencia de eIF4E. La línea que expresa un ARNi  contra eIF4E presenta una mayor carga de calcio del retículo respecto a las otras dos 

líneas analizadas, mientras que la fracción de liberación es igual en las tres líneas. N=7, 5 y 4 respectivamente. ANOVA de una vía con test de 

Tukey. *P < 0,05 con vs. Control y sobreexpresión de eIF4E 
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Figura 33: Tau (A) y actividad de la SERCA (B) promedios de las líneas control, UAS-eIF4E y UAS-ARNi-eIF4E. La línea portadora de la 

sobreexpresión de eIF4E presenta una tendencia no significativa a la disminución en la constante de relajación Tau y un aumento de la 

actividad de la bomba SERCA respecto a las otras líneas analizadas. N=7; n=5 y n=4 respectivamente. ANOVA de una vía con test de Tukey. P 

< 0,05 vs. control y ARNi-4E-BP 

En conjunto estos resultados indican que en varios parámetros, la interferencia de eIF4E se comporta 

de manera similar a la sobreexpresión de 4E-BP. Teniendo en cuenta que sobreexpresar 4E-BP podría 

equivaler a reducir los niveles de eIF4E libres, estos datos nos muestran que estas moléculas, 

dependiendo de sus niveles, estarían contribuyendo al ciclado del Ca+2 intracelular en el corazón de 

Drosophila melanogaster. 

 

2.2. Relación entre envejecimiento cardíaco y acción de eIF4E sobre el ciclado del 

calcio intracelular 

Dado que la línea que presenta una reducción a nivel cardíaco de eIF4E no sobrevive hasta la edad 

planteada para realizar los estudios de envejecimiento, hecho que también ocurre con la línea que 

expresa un ARN interferente contra 4E-BP indicando un posible efecto de la activación del sistema de 

interferencia en la viabilidad con el correr del tiempo en las líneas, nos enfocamos en estudiar los 

efectos de la sobreexpresión de eIF4E en el tejido cardíaco con el paso del tiempo. 

Los resultados obtenidos mostraron que tanto la frecuencia cardíaca como la amplitud del transitorio 

de Ca+2 intracelular no se vieron afectados por el envejecimiento (Figura 34). A su vez, las velocidades 

de contracción y relajación que no presentaron cambios entre las líneas a los 7 días tampoco lo hicieron 

a los 40  (Figura 35). 
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Figura 34: La sobreexpresión de eIF4E no produce cambios en la frecuencia cardíaca y el transitorio de Ca+2 en moscas envejecidas. 

Frecuencia cardíaca (A) y la amplitud del transitorio de Ca+2 (B) de moscas control y de aquellas que sobreexpresan eIF4E a los  40 días. N: 6 

y 5. Test de Student. 

 

 

 

Figura 35: La sobreexpresión de eIF4E no produjo cambios en las velocidades de subida y relajación del transitorio de Ca+2 en moscas 

envejecidas. Velocidades de contracción (A) y relajación (B) del transitorio de calcio de moscas control y con sobreexpresión de eIF4E a los 

40 días. N: 6 y 4. Test de Student.    

A B 
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Nuevamente, para el análisis de los datos arrojados por el pulso de cafeína se seleccionaron aquellas 

moscas que presentaron todos los parámetros medibles. Como resultado se obtuvo que la constante 

de tiempo de relajación Tau no se modifica al sobreexpresar eIF4E y, que el aumento de la actividad 

de la SERCA que se observa a los 7 días en la línea que sobreexpresa eIF4E desaparece con el 

envejecimiento, teniendo la línea con sobreexpresión de eIF4E a los 40 días de edad igual actividad de 

SERCA que la línea control (Figura 36). 

 

 

Figura 36: La sobreexpresión de eIF4E no modifica la constante de tiempo de relajación Tau y la actividad de la SERCA en moscas de 40 

días. Constante de relajación Tau (A) y actividad de la SERCA (B) de moscas control y con sobreexpresión de eIF4E a los 40 días.  N Tau: 6 y 4; 

N actividad de SERCA: 4  y 4. Test de Student.   

Al analizar el contenido de Ca+2 del retículo sarcoplasmático, que se encontraba aumentado a los 7 días 

de edad, no se encontraron diferencias con respecto al control. En cuanto a la fracción de liberación 

se observó que la sobreexpresión de eIF4E no modifica este parámetro, como se había observado a 

los 7 días (Figura 37). 
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Figura 37: La sobreexpresión de eIF4E no modifica la carga de Ca+2 del RS ni la fracción de liberación a los 40 días. Carga del retículo 

sarcoplasmático (A) y fracción de liberación (B) de moscas control y con sobreexpresión de eIF4E a los 40 días. N: 4 y 4. Test de Student. 

 

En conjunto, estos resultados indican que el aumento en la expresión de eIF4E no produce efectos en 

el desempeño cardíaco durante el envejecimiento. Esto mismo se había observado a los 7 días de edad. 

Aunque la sobreexpresión de eIF4E a edades tempranas produce un aumento en la actividad de la 

SERCA éste se pierde a edades tardías. La línea que sobreexpresa eIF4E muestra un patrón de 

envejecimiento similar que la línea control.  
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3. Inactivación de TOR por inanición 
 

3.1 Impacto de la inactivación de TOR en el ciclado de l calcio intracelular 

La vía reguladora TOR participa en el crecimiento y homeostasis celular. Esta vía responde a los 

cambios nutricionales del entorno de modo tal que ante un aumento de nutrientes, se activa 

promoviendo la síntesis proteica en la célula, mientras que cuando la célula se ve afectada por una 

disminución de nutrientes, la vía se ve inhibida. Cuando esto sucede, la quinasa TOR es incapaz de 

fosforilar a 4E-BP permitiendo así que ésta se una a su interactor eIF4E. Así, bloquea su interacción con 

las demás proteínas que conforman el complejo activador de la traducción, eIF4F. Como resultado de 

esto, la síntesis proteica en la célula se ve detenida (35). 

Dado que la inhibición de la vía TOR se presenta con un aumento de la fracción de 4E-BP no fosforilado 

(118), nos propusimos inhibirla de manera sistémica mediante inanición para evaluar los efectos 

producidos a nivel cardíaco. Para ello individuos de la línea control de 5 días de edad se sometieron a 

48 horas de inanición. Luego se analizaron los parámetros fisiológicos del ciclado del calcio y se 

compararon con los de los individuos de la misma línea no expuestos a la deficiencia alimenticia.  

La frecuencia cardíaca de los individuos sometidos a hambruna presentó un aumento con respecto a 

los alimentados con el medio convencional consecuente con datos presentes en bibliografía (119). Este 

aumento de frecuencia se acompañó de una disminución en la amplitud del transitorio de calcio 

intracelular. Estos resultados indicarían una escalera negativa en este organismo, fenómeno que no se 

encuentra descripto hasta el momento y en el cual nuestro grupo se encuentra trabajando. Por otro 

lado, el índice de arritmias no se vio afectado por la inanición coincidente con resultados previos donde 

moscas seleccionadas resistentes a la hambruna presentan un índice de arritmias similar a las moscas 

control (120) (Figura 38).  

Cuando se analizaron las velocidades máximas de contracción (derivada positiva) y relajación (derivada 

negativa) se encontró que ambas estaban aumentadas en los individuos sometidos a inanición (Figura 

39). Este fenómeno podría explicar la disminución de amplitud observados,  ya que siendo las 

velocidades de contracción y relajación más rápidas, el tiempo de liberación de calcio sería menor, 

produciendo una menor amplitud del transitorio.  
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Figura 38: La inanición aumenta la frecuencia cardíaca y disminuye la amplitud del transitorio de Ca+2 sin modificar el índice de arritmias. 

Frecuencia cardíaca (A), amplitud del transitorio de calcio (B) e índice de arritmias (C) de moscas control sometidas a 48 horas de inanición 

comparadas con las moscas control alimentadas normalmente. N control: 7; n inanición. Test de Student, * p < 0,05 vs control.  
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Figura 39. La inanición aumenta las derivadas de subida y relajación del transitorio de Ca+2. Valores promedio de velocidad máxima de 

contracción (A) y relajación (B). La inanición provocó un aumento en ambas velocidades con respecto al control. N control: 7; n inanición: 4. 

Test de Student, *p < 0,05 vs el control.  

 

Los datos desprendidos de la intervención con cafeína arrojaron que el sometimiento a inanición 

modifica la fracción de liberación y disminuye la carga del RS (Figura 41).  A su vez, produce una 

disminución en el Tau y aumento de la actividad de la SERCA (Figura 42), resultados semejantes a la 

sobreexpresión de 4E-BP. Cabe recordar que la inactivación de la vía TOR produce un aumento en la 

cantidad de 4E-BP sin fosforilar, capaz de unirse a eIF4E y de este modo bloquear la iniciación de la 

síntesis proteica. Aumentar la cantidad de 4E-BP desfosforilada se asemeja a aumentar la cantidad 

total de 4E-BP mediante su sobreexpresión. Fue así como pudimos observar el mismo efecto desde 

dos aproximaciones distintas, una a nivel funcional (inanición) y otra a nivel genético (sobreexpresión). 
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Figura 40: La inanición reduce la carga de Ca+2 del RS y no modifica la fracción de liberación. Valores promedio de carga de calcio del retículo 

sarcoplasmático (A) y fracción de liberación (B) de la línea control alimentada normalmente y sometida a inanición. La inanición produjo una 

disminución en la carga de calcio del retículo, mientras que la fracción de liberación se mantuvo igual. N control=7; n inanición: 4. Test de 

Student, p < 0,05 vs. Control.  

 

 

 

Figura 41: La inanición disminuye el tiempo de relajación y aumenta la actividad de la SERCA. Valores promedio de la constante de relajación 

Tau (A), donde se observa una disminución provocada por el sometimiento a inanición y, de la actividad de la SERCA (B) que se encuentra 

aumentada por la inanición. N control=7; n inanición: 4. Test de Student, p < 0,05 vs. control. 
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4. Arritmogénesis 
4.1 Influencia de eIF4E en la generación de arritmias cardíacas  

Dado que se ha vinculado la modulación de la expresión de eIF4E y 4E-BP con un efecto en la 

variabilidad de la respuesta cardíaca al estrés por marcapaseo (110), estudiamos el índice de arritmias 

como medida de la variabilidad de la frecuencia cardíaca a los 7 días de edad en todas las líneas. Como 

ya se mencionó, esta medida se calculó como el desvío estándar del período cardíaco normalizado por 

el promedio del período cardíaco de cada línea.   

Como se puede observar en el gráfico de barras, la línea que sobreexpresa eIF4E presenta un mayor 

índice de arritmias, Estos resultados coinciden con los mostrados previamente por otros grupos de 

trabajo (110).   

 

 

 

Figura 42. La sobreexpresión de eIF4E aumenta el índice de arrítmicas. Índice de arritmias a los 7 días de edad. La sobreexpresión de eIF4E 

produce un aumento en el índice de arritmias mientras que el resto de las líneas se comportan como el control. TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; 

UAS-GCaMP3/+ n=7; TinC-Gal4-GCaMP3/+; UAS-eIF4E/+ n= 4; TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; UAS-4E-BP/+ n=7; TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; UAS-

ARNi-eIF4E/+ n=5; TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; UAS-ARNi-4E-BP n=4. ANOVA de una vía con test de Dunnet. P < 0,05 vs. Control y las otras 

líneas.  

Al evaluar la variabilidad de la frecuencia cardíaca a los 40 días de edad encontramos que las 3 líneas 

estudiadas a esta edad presentan valores similares de este parámetro, indicando que el 

envejecimiento produce el mismo efecto sobre el índice de arritmias en las 3 líneas. De este modo, se 

puede observar que el posible efecto arritmogénico de la sobreexpresión de eIF4E observado a edades 

tempranas se pierde con el envejecimiento. 
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Figura 43. El índice de arritmias no se modifica en las líneas transgénicas Índice de arritmias a los 40 días de edad. TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; 

UAS-GCaMP3/+ n=4; TinC-Gal4-GCaMP3/+; UAS-eIF4E/+ n= TinC-Gal4-UAS-GCaMP3/+; UAS-4E-BP/+ n=6. ANOVA de una vía con test de 

Dunnet.  

 

Estos resultados indican un posible rol de eIF4E en la generación de arritmias cardíacas a edades 

tempranas sin afectar el ciclado de calcio intracelular. Probablemente la sobreexpresión de eIF4E,  

afecta los centros marcapaso que controlan la ritmicidad y frecuencia cardíacas. Aunque la frecuencia 

cardíaca de la línea que sobreexpresa eIF4E no sea diferente al resto de las líneas estudiadas, la 

ocurrencia de los latidos cardíacos en el período analizado se desarrolla con mayor variabilidad.  
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5. Traducción de proteínas 

Impacto de las modificaciones en la expresión de eIF4E y 4E-BP en  los niveles de síntesis proteica en 

el tejido cardíaco 

Como hemos mencionado a lo largo de la presente tesis, nuestras proteínas de interés participan en 

la síntesis de proteínas de la célula. Por este motivo, decidimos evaluar si las sobreexpresiones de eIF4E 

y 4E-BP modifican este proceso en el corazón. Para ello utilizamos un kit de traducción que consta de 

un análogo de metionina (OPP) capaz de unirse a las proteínas neo-sintetizadas. La adición de Alexa 

Fluor® 488 picolil azida y los reactivos de reacción conduce a una unión quimioselectiva entre el 

colorante de azida y el alquino de OPP, permitiendo que las proteínas modificadas se detecten 

mediante análisis de fluorescencia de las imágenes. Así, las proteínas neo-sintetizadas fluorescerán en 

verde al excitar el fluoróforo con la longitud de onda correspondiente. 

Para probar el kit se utilizaron primero células HeLa. Esta es una línea tumoral establecida proveniente 

de un tumor cervicouterino y como tal, se encuentra en constante división por lo que es 

traduccionalmente activa. Como control negativo de la traducción se utilizó cicloheximida, un conocido 

inhibidor de la traducción. La Figura 44 muestra el correcto funcionamiento del kit. A la izquierda se 

observan en las células puntos fluorescentes correspondientes a las proteínas neo-sintetizadas 

mientras que, a la derecha se observan las células incubadas con cicloheximida sin puntos 

correspondientes a nuevas proteínas. 

Una vez probado el funcionamiento del kit se procedió a su utilización en el tejido cardíaco. Los 

preparados semi intactos fueron procesados como se mencionó en el apartado “Materiales y 

métodos” y se incubaron con el kit de traducción según indicaciones del fabricante. 

Como se puede observar en la Figura 45 no se encontraron diferencias en la síntesis proteica entre las 

líneas analizadas.  

El corazón es un tejido completamente diferenciado con una actividad traduccional muy baja, por lo 

que se utilizó como control interno un tejido activo traduccionalmente próximo al cardíaco como lo 

son las células pericárdicas. La Figura 45 muestra cómo estas células presentan actividad traduccional 

observada por la presencia de puntos fluorescentes en su citoplasma. Esto indica el correcto 

funcionamiento del kit en el preparado semi intacto y demuestra que la ausencia de señal proveniente 

de proteínas neosintetizadas en las distintas líneas no se debe a un incorrecto funcionamiento del kit 

sino a una real ausencia de éstas en este tejido. 

 

Figura 44: Ensayo de traducción en células HeLa. Las puntas de flecha muestran cúmulos de proteínas neosintetizadas (izquierda). Esta 

síntesis es bloqueada por el inhibidor de la traducción cicloheximida (derecha). Imagen representativa de 3 experimentos.  
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Figura 45. Ensayo de traducción mostrando que no existe variabilidad en la síntesis proteica entre las líneas estudiadas.  Arriba: ensayo 

de traducción de corazones de las líneas control, sobreexpresión de eIF4E y sobreexpresión de 4E-BP a los 7 días de edad. Abajo: control 

interno de síntesis proteica, células pericárdicas traduccionalmente activas correspondientes al mismo preparado en el que se observa el 

corazón.  Imágenes representativas de 9 experimentos. 

 

Cabe mencionar que el kit es capaz de identificar la síntesis proteica en general, pero no de proteínas 

específicas, por lo que mediante esta aproximación no podemos descartar que la síntesis de alguna/s 

de las proteínas involucradas en el ciclado del calcio se halle modificada. Pero sí podemos afirmar que 

la síntesis proteica global del corazón no se ve afectada mediante la sobreexpresión de eIF4E y 4E-BP. 
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6. Interacción entre proteínas 

 
Hallazgo de nuevas interacciones proteicas 

Los resultados hallados hasta el momento muestran que las modificaciones en los niveles de las 

proteínas estudiadas afectan el ciclado del calcio intracelular. En particular, la actividad de la SERCA se 

ve modificada. Dado que los niveles proteicos generales parecen no estar alterados, nos preguntamos 

si es posible que los resultados observados se deban a una interacción entre las proteínas en cuestión. 

La primera aproximación fue realizar un análisis bioinformático con el fin de buscar posibles sitios de 

interacción entre las proteínas de interés. De esta manera, hallamos en la secuencia proteica de SERCA 

el dominio consenso de interacción con eIF4E. Es decir, SERCA posee en su extremo N-terminal una 

secuencia aminoacídica homóloga a la presente en 4E-BP que permite su interacción directa con eIF4E 

(Figura 46). Teniendo en cuenta que la localización de esta secuencia es en el dominio citosólico de 

SERCA, lo que permitiría su interacción con eIF4E, nos propusimos evaluar si esta interacción directa 

entre proteínas estaba ocurriendo. Para ello realizamos un ensayo de doble híbrido cotejando las 

diferentes isoformas de eIF4E presentes en Drosophila melanogaster y la SERCA. Como control de 

interacción se utilizó 4E-BP ya que es ampliamente conocido que interacciona de manera directa con 

eIF4E. Como control negativo de interacción se utilizó el vector de doble híbrido vacío. 

 

 

 

El ensayo de doble híbrido se basa en la utilización del factor de transcripción Gal4 de levaduras. Este 

factor está compuesto por dos subunidades, una comprende el dominio de unión al ADN (BD por sus 

siglas en inglés binding domain) y el de activación (AD por sus siglas en inglés activator domain). 

Cuando estos dos dominios están próximos el factor Gal4 es capaz de unirse a una secuencia 

nucleotídica en el ADN llamada UAS y promover la transcripción de un gen corriente abajo de esta 

secuencia. Si se desea conocer si dos proteínas interaccionan, pueden clonarse en los dominios de 

activación y unión al ADN, respectivamente. En caso de que las proteínas interaccionen, los dominios 

de Gal4 se encontrarán próximos y de este modo se producirá la transcripción de genes reporteros 

independientes (112, 113) (Figura 14). 

Para el ensayo de doble híbrido de Drosophila melanogaster se utilizaron cepas de levadura aportadas 

por el Dr. Greco Hernández. Las cepas α expresan las isoformas de eIF4E clonadas en el vector de unión 

al ADN y las cepas a expresan 4E-BP y SERCA en el vector de activación. Se llevó a cabo el ensayo 

cruzando las cepas haploides (a x α). Cada cepa α portadora de las distintas isoformas de eIF4E se cruzó 

por un lado con la cepa a portadora de 4E-BP y por el otro con la cepa a portadora de la secuencia de 

SERCA. Como control negativo se cruzaron las cepas α con una cepa a que tiene el vector con el 

dominio de activación y a las cepas a con una cepa α portadora del vector dominio de unión al ADN. 

Como producto de la cruza se obtuvieron cepas diploides portadoras de ambos vectores. Estas cepas 

se llevaron a medios restrictivos carentes de adenina e histidina.  En caso de existir interacción entre 

Figura 46. Secuencia 

de aminoácidos de los 

primeros 120 

aminoácidos de la 

proteína SERCA de 

Drosophila 

melanogaster. 

Remarcados en 

cuadrado azul y con 

asteriscos, se 

observan los 

aminoácidos que 

comprenden el sitio. 

de unión a eIF4E. 
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las proteínas unidas a los dominios de unión al ADN y de activación, las células podrán crecer en los 

medios restrictivos ya que la aproximación entre los dominios volverá a Gal4 activo, promoviendo la 

expresión de los genes que conferirán a la célula la capacidad de sintetizar adenina e histidina.  

Como se puede observar en la Figura 47, cuando eIF4E-4 y SERCA se co-expresan en una cepa, 

interaccionan, promoviendo el crecimiento celular en los medios restrictivos. Esto no se observa 

cuando SERCA se co-expresa con las otras isoformas de eIF4E, por lo que se podría asumir que esta 

interacción es exclusiva de la isoforma 4.  

 

Figura 47. Ensayo de doble híbrido para evaluar interacción entre proteínas. Izquierda, controles de crecimiento. Las cepas diploides 

portadoras de las isoformas de eIF4E en el vector de unión al ADN y de vector de activación vacío (arriba), 4E-BP en el vector de activación 

(medio) y dominio N-terminal de SERCA en el vector de activación (abajo). La columna central y la de la derecha muestran las réplicas de las 

placas de la columna de la izquierda en medios restrictivos (-LWH+ 30 mM 3AT y -LWHa + 30 mM de 3AT). Las isoformas 1 y 7 de eIF4E 

interacción con 4E-BP, y en medio muy restringido como es -LWHa + 30 mM de 3AT solo lo hace la isoforma 1 (medio). La isoforma 4 de eIF4E 

interacciona con SERCA, de manera fuerte ya que la interacción se observa en ambos medios (abajo). Imagen representativa de 9 

experimentos. 

 

Para probar si la interacción entre eIF4E-4 y SERCA estaba determinada por el dominio de interacción 

putativo hallado se mutó esta secuencia en el ADN de SERCA y se realizó el ensayo de doble híbrido 
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con un doble mutante que posee 3 cambios de aminoácidos (Y36A, L41A, P42A). Los resultados 

hallados mostraron que la mutación en estos sitios no impide la interacción entre eIF4E-4 y SERCA, por 

lo que el sitio de interacción entre estas proteínas estaría dado en otro sector de la secuencia proteica 

(Figura 48). 

 

Figura 48. Ensayo de doble híbrido para evaluar si la interacción entre proteínas se mantiene al mutar el posible sitio de interacción de 

eIF4E-4 y SERCA. Izquierda, controles de crecimiento. La columna central y la de la derecha muestran las réplicas de las placas de la columna 

de la izquierda en medios restrictivos (-LWH+ 30 mM 3AT y -LWHa + 30 mM de 3AT). Los resultados muestran que la interacción entre eIF4E-

4 y SERCA (arriba) se mantiene cuando se muta el posible sitio de interacción (abajo), demostrando que la interacción no se encuentra dada 

por este sitio. Imagen representativa de 3 experimentos. 

 

Además, quisimos evaluar si la interacción hallada se encuentra conservada en humanos. Se procedió 

al clonado de las secuencias de SERCA y eIF4E humano en los vectores de activación y de unión al ADN, 

respectivamente. Como control de interacción se utilizó el vector portador de 4E-BP de Drosophila 

unido al dominio de unión al ADN ya que probamos que 4E-BP de Drosophila  interacciona con eIF4E 

humano. 

Los ADNc de eIF4E y SERCA humano se obtuvieron de OriGene. Se amplificaron las secuencias por PCR 

y se clonaron en el vector TA.  Luego se clonaron en el vector de dominio de unión al ADN y de 

activación respectivamente. Una vez que las secuencias fueron incorporadas a los vectores de doble 

híbrido, se procedió a la transformación de las cepas de levadura correspondientes (α para el dominio 

de unión al ADN y a para el dominio de activación). Una vez transformadas las levaduras se cruzaron 

para dar lugar a la cepa diploide portadora de ambas construcciones. Las cepas dipliodes fueron 

sometidas al ensayo de interacción en los medios restrictivos. 
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Como se puede observar en la figura 49, sólo hubo crecimiento celular en la cepa diploide portadora 

de eIF4E humano y 4E-BP de Drosophila indicando una interacción entre estas dos proteínas, pero no 

se observó interacción entre eIF4E y SERCA en humanos en estas condiciones de selectividad de los 

medios de cultivo.  

 

 

Figura 49. Ensayo de doble híbrido para evaluar si la interacción entre SERCA y eIF4E se encuentra conservada en humanos. Ensayo de 

doble híbrido entre hSERCA y heIF4E-1. Izquierda, control de crecimiento en medio completo. Derecha, ensayo de interacción en medios 

restringidos (-LWH+ 30 mM 3AT y -LWHa + 30 mM de 3AT). Las bacterias crecidas en medios restrictivos representan la interacción entre 

heIF4E y d4E-BP. Imagen representativa de 3 experimentos. 

 

7. Expresión de eIF4E-4 y SERCA 

La isoforma 1 de eIF4E es conocida como la isoforma ubicua, habiendo sido reportada su expresión en 

todos los tejidos de Drosophila melanogaster durante todo el desarrollo y vida del individuo. Las demás 

isoformas han sido poco reportadas y aún no se sabe con claridad cuál es el rol particular de cada una 

(48). Dado que nuestros resultados indican una interacción entre la isoforma 4 de eIF4E y la SERCA, 

nos preguntamos si esta isoforma se expresa en tejido cardíaco, explicando su posible función en 

corazón. Para ello evaluamos la expresión del ARN mensajero de eIF4E-4 mediante la realización de 

una RT-PCR de tejido cardíaco. Luego de la retrotranscripción con posterior amplificación del ADN 

copia obtenido, pudimos observar la expresión a nivel ARNm de la isoforma 4 de eIF4E. 

 

Figura 50. RT-PCR utilizando primers específicos para levantar un fragmento de 182 pb de tubulina y uno de 166 pb de eIF4E-4. Imagen 

representativa de 4 experimentos. 

Para corroborar la expresión de la proteína SERCA en tejido cardíaco de Drosophila melanogaster 

llevamos a cabo un western blot, mostrando que esta proteína se encuentra expresada en el corazón 

de la mosca de la fruta. 
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Figura 51. Western blot revelado con anticuerpo anti-SERCA de Drosophila melanogaster, cuyo peso molecular es 110 kDa. Imagen 

representativa de 11 experimentos. 

 

8. Expresión de eIF4E-4  

Dado que no existen anticuerpos disponibles para detectar la isoforma 4 de eIF4E, nos propusimos 

evaluar su expresión mediante espectrometría de masas del corazón de Drosophila melanogaster.  

Se colectaron 300 corazones que fueron sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida. Las 

proteínas contenidas en las muestras fueron analizadas por espectrometría de masas para identificar 

en el conjunto, la presencia de eIF4E-4.  Las proteínas ionizadas, separadas en los péptidos que las 

constituyen, fueron comparadas con los péptidos presentes en una base de datos de Drosophila 

melanogaster con el objetivo de hallar coincidencias entre los péptidos conocidos y los presentes en 

la muestra. A continuación, las tablas muestran el resultado de dos análisis en la búsqueda de péptidos 

cuya secuencia sea coincidente con los hallados empíricamente mediante la espectrometría de masas. 

MS01 Drosophila melanogaster (Fruit fly).xlsx Resultados del análisis DDA. 

Base de datos: Drosophila melanogaster 

Nivel de confianza de péptidos: alta 

No se encuentra la proteína eIF4E-4 

MS01 eIF4E Medium.xlsx Resultados del análisis DDA. 

Base de datos: Santalla eIF4E-4 

Nivel de confianza de péptidos: media 

Se obtienen todos péptidos medium 

 

Con estos resultados no fue posible afirmar que la proteína eIF4E-4 se encuentra en la muestra. Por lo 

tanto, se procedió a realizar el análisis dirigido o Targeted. Este consiste en cargar en el equipo una 

lista de péptidos provenientes de la digestión tríptica in silico de nuestra proteína de interés con el fin 

de cotejar si se encuentran dentro de la muestra. 

Para seleccionar los valores de masa carga (m/z) que pudieran ser representativos de los péptidos 

correspondientes a eIF4E-4, se realizó una búsqueda en Peptide Atlas (www.peptideatlas.org) de la 

proteína de interés con el objetivo de encontrar resultados de análisis previos de la misma. Sólo se 

encontró el péptido HPLENTWTLWYLENDR con carga +2. El resto del listado se realizó a partir de los 

péptidos de confianza media hallados en MS01 eIF4E Medium.xlsx. 

 



66 
 

Este análisis arrojó el siguiente resultado:  
 

MS01_Target Drosophila melanogaster 

medium.xlsx 

Resultados del análisis Targeted. 

Base de datos: Drosophila melanogaster 

Nivel de confianza de péptidos: media 

Se encuentra la proteína eIF4E-4 con un péptido 

de alta confianza y uno de mediana confianza. 

 

La Figura 52 corresponde a un extracto del listado en donde se volcaron las proteínas identificadas en 

el espectrómetro de masas. En verde se resalta eIF4E-4, quien fue identificada a través del hallazgo de 

dos péptidos, uno de alta confianza (señalado con la leyenda High) y uno de mediana confianza 

(señalado con Medium).     

 

Figura 52. Tabla Excel donde se marca el hallazgo de eIF4E-4 (resaltada en verde) mediante la identificación de dos péptidos, uno de alta y otro 

de confianza media (High y Medium, respectivamente).   

El espectro del péptido con alta confianza es bueno; aparece en el mismo tiempo de retención 

comparando contra la secuencia específica de la proteína o contra Drosophila (Figura 53). Además,  

haciendo un análisis de homología por Blast entre este péptido y la base de datos de Drosophila 

melanogaster el único hit que aparece contra el péptido WVINMGRGSKAELDK con 100 % de identidad 

es el factor de traducción eIF4E-4 indicando que éste es un péptido único de nuestra proteína de 

interés. 

 

 

Figura 53.  Arriba. Tiempo de retención analizado contra la secuencia específica de la proteína. Abajo. Tiempo de retención analizado contra 

el proteoma de Drosophila melanogaster. En rojo se marca el momento de elución del péptido de alta confianza. Ambos eluyen en el mismo 

momento, poco después de los 20 min.  
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Como control de la espectrometría se buscaron proteínas de expresión conocida en tejido cardíaco, 

entre las que pudimos identificar con un amplio número de péptidos de alta confianza a la cadena 

pesada de la miosina (MHC) y la bomba calcio-ATPasa del retículo sarcoplasmático (SERCA). La figura 

54 muestra la aparición de estas dos proteínas en el archivo Excel. 

 

Figura 54. Identificación de MHC y SERCA (resaltadas en amarillo) en el conjunto de proteínas provenientes del espectrómetro de masas. El 

número de péptidos indica la cantidad de péptidos de alta confianza hallados para cada una, 64 para MHC y 20 para SERCA. 

En conjunto, estos resultados nos permiten concluir que la isoforma 4 del factor eIF4E se encuentra 

expresada en el corazón de Drosophila melanogaster. Esto puede deducirse a partir de la identificación 

por espectrometría de masas de dos péptidos, uno de alta y otro de mediana confianza, que resultan 

de la digestión tríptica de la proteína y sólo corresponden a eIF4E-4. El hecho de que en el primer 

análisis no se haya encontrado eIF4E-4 puede deberse a que la cantidad de muestra ingresada no fue 

suficiente para detectar la proteína. Al ajustar los parámetros del espectrómetro para analizar sólo un 

determinado número de péptidos trípticos,  sí fue posible identificarla.  
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El presente trabajo constituye un avance relevante en la consolidación del uso de Drosophila 

melanogaster como nuevo modelo de enfermedades cardiovasculares en nuestro país. 

Haciendo uso de la mosca de la fruta como herramienta genética, pudimos mostrar: 1) cómo la 

variación en los niveles de expresión de las proteínas efectoras de la vía TOR: eIF4E y 4E-BP, producen 

una modificación en la fisiología cardíaca de Drosophila melanogaster, más específicamente, en el 

ciclado del calcio intracelular; 2) cómo la sobreexpresión de 4E-BP ejerce un  efecto beneficioso sobre 

la función cardíaca que se mantiene parcialmente con el envejecimiento y;  3) cómo eIF4E y 4E-BP 

modifican el ciclado de Ca+2 mediante la modulación de la actividad de la SERCA, por un posible 

mecanismo que implica una interacción directa entre la Ca+2ATPasa y la isoforma 4 de eIF4E, regulado 

por 4E-BP.  

Cambios en los niveles de expresión de eIF4E y 4E-BP, su incidencia en el ciclado del calcio y función 

cardíaca. 

Nuestros experimentos han permitido demostrar que la sobreexpresión de 4E-BP mejora la 

contractilidad cardíaca a través de mecanismos fisiológicos que regulan el ciclado del Ca+2
i. A los 7 días 

de edad se observó un aumento en la amplitud del transitorio de Ca+2
i acompañado por un aumento 

en las velocidades de contracción y relajación (+dΔF/F0/dt y -dΔF/F0/dt). La constante de relajación Tau 

mostró una disminución siendo ésta coincidente con un aumento en la actividad de la SERCA. La carga 

de Ca+2
i del retículo sarcoplasmático no se vio afectada, mientras que la fracción de liberación se 

encontró aumentada, siendo esto último posiblemente producto de una mayor actividad de los RyR2, 

cuyo análisis está comprendido fuera del marco de este estudio. Nuestros hallazgos soportan los 

efectos observados tanto de la ausencia del gen como la sobreexpresión sobre la función cardíaca 

(110). Estos efectos beneficiosos de la sobreexpresión de 4E-BP se observaron parcialmente a los 40 

días de edad. Presentando las moscas envejecidas un aumento en la amplitud del transitorio de Ca+2 y 

de las velocidades de contracción y relajación respecto a las moscas control.  

Por otro lado, cuando se sobreexpresó eIF4E no se observaron cambios significativos en los parámetros 

fisiológicos medidos. Esto muestra que una reducción en la disponibilidad de eIF4E (mediante 

sobreexpresión de 4E-BP) pero no un exceso de ésta (sobreexpresión de eIF4E) sería el motivo por el 

cual se producen cambios en el ciclado de calcio. Sin embargo, la actividad de la SERCA  está aumentada 

y la constante de relajación Tau tiende a disminuir a los 7 días de edad. Efectos que no se observan a 

los 40 días. Si bien la SERCA posee una mayor actividad ésta no se ve reflejada en los otros parámetros 

medidos, como son la fracción de liberación y el contenido de calcio del retículo. Esto puede deberse 

a una pérdida de calcio en diástole. De este modo, el mayor calcio  introducido por la bomba SERCA 

más activa no se traduce en un aumento de carga en el retículo o de liberación durante la sístole. Por 

lo tanto, sobreexpresar eIF4E podría estar de algún modo aumentando la frecuencia de los fenómenos 

de pérdida de calcio hacia el citosol por los canales de rianodina en un estado “leaky” llamados ondas 

o chispas de  Ca+2 (121). De igual manera, la sobreexpresión de eIF4E no produjo modificaciones en el 

ciclado del Ca+2 a los 40 días de edad, envejeciendo estas moscas de manera similar a las moscas 

control. 

La interferencia de 4E-BP muestra que los parámetros medidos se comportan de manera semejante 

que en la línea control (amplitud del transitorio de Ca+2
i, derivadas negativa y positiva, carga de Ca+2

i 

del retículo sarcoplasmático, fracción de liberación, actividad de la SERCA y tiempo de relajación Tau 

no cambian). En cambio, en la línea que porta la interferencia de eIF4E tales parámetros tienden a 

comportarse de manera similar a los observados mediante la sobreexpresión de 4E-BP (aumento de la 

amplitud del transitorio de Ca+2
i, aumento en las derivadas tanto positiva como negativa). Dado que la 

sobreexpresión de 4E-BP conduciría a un mayor secuestro de eIF4E por parte de éste, si bien los 

resultados de esta línea fueron parcial pero no completamente similares a los de la sobreexpresión de 

4E-BP, esto puede deberse a que la reducción por ARNi no alcanzó a disminuir de modo suficiente los 
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niveles de eIF4E disponibles. Cabe destacar que las moscas que poseen ARN interferentes suelen 

poseer niveles variables de efectividad en el silenciamiento de los mensajeros diana, por lo que no se 

le puede atribuir un efecto significativo en la reducción de las proteínas que regulan de modo negativo. 

Cuando se utilizó la estrategia de inanición con el fin de probar los resultados hallados mediante las 

modificaciones génicas de las proteínas de interés, se encontró que inhibir de manera sistémica la 

quinasa TOR mediante la exposición a 48 horas de inanición arrojó resultados similares a la 

sobreexpresión de 4E-BP en tejido cardíaco (en ambos casos la amplitud del transitorio de Ca+2
i 

aumentó, acompañada de una aumento en las velocidades de contracción y relajación, de la actividad 

de la SERCA y una disminución en el tiempo de relajación Tau) . Esto es debido a que inhibir TOR 

conduce a un aumento en la cantidad de 4E-BP hipofosforilada en el citosol (118). Este aumento puede 

compararse con su aumento mediante sobreexpresión génica, observándose así que es la mayor 

cantidad de 4E-BP en citosol lo que produce los efectos observados, resultados que se condicen con lo 

visto previamente por otros autores (109). Las diferencias observadas entre la inhibición de TOR y la 

sobreexpresión de 4E-BP pueden deberse a que la inhibición por inanición está dada a nivel sistémico. 

Un ejemplo de esto es el aumento en la frecuencia cardíaca. Está documentado que la inanición 

produce un aumento en la frecuencia cardíaca, no por la disminución de la actividad de TOR en tejido 

cardíaco sino por la activación de mecanismos de señalización que conducen a una mayor frecuencia 

cardíaca (119). Para poder discernir los efectos de la inhibición de TOR más allá de la inanición, ya que 

ésta produce otros efectos además de la inhibición de esta quinasa, la mejor estrategia es administrar 

Rapamicina. Estos experimentos quedaron pendientes por el momento debido a la falta de esta droga, 

pero prontos a realizarse.   

Si bien desde el punto de vista del ciclado del calcio las modificaciones en los niveles génicos de eIF4E 

y 4E-BP mostraron variaciones con respecto al control, a la hora de evaluar la función cardíaca en 

función de la generación de arritmias no se observaron cambios más que en la línea que sobreexpresa 

eIF4E. Este resultado hallado a los siete días de edad es sostenido por los hallazgos previos realizados 

por Wessells y colaboradores (110). Sin embargo, cabe mencionar que los resultados obtenidos por 

ellos hacen referencia a un índice de arritmias calculado como la respuesta de los corazones a un estrés 

inducido por marcapaseo. En cambio, nuestros resultados devienen de calcular el índice de arritmias 

como la variabilidad de la frecuencia en condiciones espontáneas, sin someter a los corazones a 

ninguna intervención estresante. Esto puede explicar por qué nosotros no observamos variación en el 

desarrollo de arritmias en otras líneas a diferencia de lo reportado por Wessells y colaboradores.  

Posible mecanismo molecular de los efectos cardíacos de 4E-BP y descubrimiento de una nueva 

interacción proteína-proteína. 

Hemos mostrado que la modulación de la actividad cardíaca por las proteínas eIF4E y 4E-BP se 

relaciona con cambios en el ciclado de Ca+2
i. Uno de los fenómenos subcelulares afectados fue la 

actividad de la bomba Ca+2
iATPasa del retículo sarcoplasmático o SERCA. Dado que no se conoce una 

influencia directa de las proteínas 4E-BP y eIF4E sobre los efectores que regulan el Ca+2
i, posiblemente 

estos resultados constituyen la evidencia de una función no canónica de ambas proteínas en corazón, 

diferente a la síntesis proteica que es la función conocida en las que tanto eIF4E como 4E-BP participan. 

Nuestros ensayos de traducción aportaron evidencias de las que se concluye que la síntesis general de 

proteínas no se modifica ante la sobreexpresión de eIF4E  y 4E-BP, si bien no descartamos que existan 

aumentos o reducción de la síntesis proteica de algún efector particular que interviene en el ciclado 

del calcio, no detectables por este método. Esto debe corroborarse mediante Western Blot, pero al 

momento no se encuentran disponibles anticuerpos contra muchas de las proteínas involucradas en 

el ciclado del calcio en Drosophila y los anticuerpos desarrollados en mamíferos no reaccionan de 

manera cruzada con las proteínas de Drosophila melanogaster.  
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Entre las acciones no vinculadas a la traducción, pensamos una posible interacción directa entre la 

SERCA, proteína involucrada en el ciclado del Ca+2
i y alguno de estos efectores de la vía TOR. La 

búsqueda informática arrojó como resultado que dentro de la secuencia aminoacídica de la proteína 

SERCA de Drosophila melanogaster se encuentra la secuencia consenso de interacción con eIF4E 

presente en la familia de proteínas 4E-BP (YXXXXLϕ). Dada la existencia de esta secuencia en el 

extremo N terminal citosólico de SERCA podría ser posible que estas dos proteínas estuvieran 

interaccionando físicamente en el citosol del cardiomiocito. El ensayo de doble híbrido nos permitió 

corroborar que SERCA interacciona físicamente con la isoforma 4 de eIF4E, pero no con la isoforma 

eIF4E-1/2. Proponemos a eIF4E4 como la isoforma cardíaca de eIF4E. De esta manera, eIF4E-4 en 

corazón sería responsable de regular mediante una interacción física a una de las proteínas 

involucradas en el acoplamiento éxcito contráctil del cardiomiocito, la SERCA, aun cuando eIF4E-1/2 

se encuentre interferida.  Esto explicaría además, que los parámetros funcionales medidos en corazón, 

mediante la sobreexpresión en tejido cardíaco de la isoforma 1 de eIF4E, no se modificaran respecto 

del control. El aumento de la variabilidad de la frecuencia cardíaca podría estar relacionado con la 

regulación de los centro marcapaso y no del ciclado del calcio.  

A su vez, la línea portadora del ARN interferente posee un silenciamiento de la isoforma 1/2 de eIF4E 

y no de la isoforma 4. Los resultados hallados en esta línea, coincidentes parcialmente con lo 

observado en la línea que sobreexpresa 4E-BP, pueden deberse a una disminución de la expresión de 

la isoforma 4 mediante este ARN interferente dada el parecido entre las secuencias génicas de ambas 

isoformas o, a que, reducir la isoforma 1 de eIF4E (por quien 4E-BP posee mayor afinidad) dejaría más 

unidades de 4E-BP libres capaces de unirse a eIF4E-4 y provocar los efectos encontrados. De esta 

manera, reducir eIF4E-1 provocaría un aumento en la cantidad de 4E-BP libres por falta de sustrato y, 

por lo tanto, una mayor disponibilidad para interactuar con eIF4E-4 para con quien posee una menor 

afinidad. 

Es posible que en el corazón de Drosophila melanogaster eIF4E-4 cumpla un rol regulando la actividad 

de la SERCA. En mamíferos la SERCA se encuentra regulada negativamente por una proteína llamada 

fosfolamban (81, 82). Drosophila no presenta homólogo alguno para esta proteína. Si bien, se han 

encontrado pequeños péptidos homólogos a fosfolamban (84) aún no se sabe con claridad si estos se 

expresan en tejido cardíaco y si cumplen un rol regulatorio de la SERCA.  

El análisis por espectrometría de masas nos permitió identificar péptidos provenientes de la digestión 

tríptica de eIF4E-4, lo que nos permite inferir la expresión de esta isoforma en el corazón de Drosophila 

melanogaster. De esta manera, mostrando la expresión de eIF4E-4 en tejido cardíaco, donde hasta el 

momento no se había descripto, reforzamos la idea de una interacción específica en corazón entre 

eIF4E-4 y SERCA.  

Además, existen varias proteínas denominadas “4E-IP” (4E interaction proteins) que no pertenecen a 

la familia de 4E-BPs pero que interaccionan con distintas isoformas de eIF4E en diversos organismos. 

Estas 4E-IP no poseen origen evolutivo en común y suelen desempeñar roles celulares distintos a la 

regulación de la traducción. Entre ellas se hallan Maskin, una proteína de Xenopus cuya función 

canónica es el montaje del uso mitótico durante la mitosis y es capaz de unirse a eIF4E-1A en esta 

especie; HOXA9 en humanos, quien se une a eIF4E1 pero cuya función es como factor de transcripción 

participando principalmente en la hematopoyesis; Bicoid de Drosophila, un factor de transcripción que 

participa en la embriogénesis y además puede unirse a la isoforma 8 de eIF4E; entre muchas otras 

(122). Teniendo en cuenta esto, nos es posible plantear a la SERCA como una 4E-IP, interactuando con 

eIF4E-4 en el tejido cardíaco de Drosophila. En gran medida, las llamadas 4E-IP se plantean como una 

ventaja evolutiva en cada organismo, donde se “recicla” una proteína para poder llevar a cabo más de 

una función, confiriéndole a la célula un menor gasto energético sin perder funcionalidad. 
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Del mismo modo, se han encontrado  varias proteínas que interactúan y modulan a la bomba SERCA 

en el cardiomiocito. Es así como se ha demostrado la existencia de un “reguloma” de SERCA compuesto 

por proteínas no involucradas en el manejo del calcio como lo son HAX-1 (HS-1 associated protein X-

1), Hsp20 (heat shock protein 20) y SUMO1, entre otras (123). Cada vez son más las  proteínas que se 

encuentran en este reguloma¸ por lo que no descartamos la posibilidad de que eIF4E forme parte de 

éste.   

Si bien el análisis bioinformático nos valió para encontrar secuencias consenso de interacción, a la hora 

de chequear si la unión entre SERCA y eIF4E-4 estaba dada por el sitio putativo encontramos que al 

menos la mutación de 3 aminoácidos esenciales para la interacción de 4E-BP con las proteínas eIF4E, 

no impide la interacción entre SERCA y eIF4E-4. Además, nuestros resultados de doble híbrido no 

muestran interacción entre eIF4E-4 y 4E-BP. Estos resultados se contradicen con lo publicado en 

bibliografía, donde se ha mostrado la interacción entre eIF4E-4 y 4E-BP (48). Las diferencias 

encontradas se deben a que para la realización de nuestro ensayo de doble híbrido utilizamos medios 

muy astringentes, que nos permitieran observar solo las interacciones muy fuertes entre proteínas. 

Dado que en estos medios no observamos interacción de eIF4E-4 con 4E-BP pero sí con SERCA, 

podemos decir que la interacción con SERCA es más fuerte, pudiéndose observar en medios muy 

astringentes y soportando la idea de que se requiere mucha 4E-BP para lograr competir con esta 

interacción, efecto que se ve al sobreexpresar 4E-BP. 

A partir de los datos arrojados en la presente tesis, proponemos una relación entre 4E-BP, eIF4E-4 y 

SERCA en tejido cardíaco, donde la SERCA actúa como una 4E-IP. Esta interacción, a su vez, modularía 

la actividad de la SERCA supliendo la ausencia de fosfolamban en Drosophila melanogaster. Dado que 

eIF4E-4 en el adulto solo se ha hallado expresada en corazón (resultados presentados en esta tesis),  

esta interacción le conferiría una ventaja funcional al cardiomiocito del corazón adulto de Drosophila 

melanogaster. 
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Conclusión gráfica 

Ante niveles basales de 4E-BP, eIF4E-4 se encuentra unida a la SERCA modulando su actividad. 

 

Figura 55: Esquema representativo del cardiomiocito de Drosophila melanogaster donde CaV1.2 corresponde al canal de calcio tipo L de la 

membrana plasmática; RyR2 al receptor de rianodina de la membrana del retículo sarcoplasmático (RS); SERCA la bomba calcio/ATPasa del 

RS; eIF4E-4 es la isoforma 4 del factor eucariótico de inicio de la traducción eIF4E; 4E-BP es la proteína de unión a eIF4E y NCX el 

intercambiador sodio/calcio de la membrana del cardiomiocito; los puntos rojos corresponden al ion Ca+2. 

Mediante la sobreexpresión de 4E-BP se produce un aumento de esta proteína en el citosol del 

cardiomiocito. Ésta compite con SERCA por su unión con eIF4E-4. Al haber más cantidad de 4E-BP libre 

eIF4E-4 se une a ésta, dejando a la bomba SERCA libre y modificando así su actividad.  

 

Figura 56: Esquema del cardiomiocito en condiciones de aumento de 4E-BP, en las cuales eIF4E se une a éste dejando a SERCA libre 

desencadenando el aumento en su actividad.  

 

La presente tesis muestra por primera vez un rol de las proteínas eIF4E y 4E-BP en la fisiología 
cardiovascular, utilizando a Drosophila melanogaster como modelo genético de estudio. 
Pudimos demostrar una nueva interacción física entre proteínas aparentemente no 
relacionadas, planteando nuevos roles a la familia de proteínas eIF4E más allá del rol 
canónico de eIF4E y 4E-BP en la regulación del inicio de la traducción.  
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