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ABREVIATURAS. 

- Aβ= beta-amyloid peptide. 

- APP= amyloid precursor protein. 

- ARN = ácido ribonucleico. 

- ARNi = ácido ribonucleico de interferencia. 

- BACE= β-site APP-cleavage enzyme. 

- CDC25= Cell division cycle 25 

- CS =Canton-S. 

- DAPI= 4',6-diamidino-2-fenilindol. 

- DSPs = Dual specificity phosphatases. 

- EA= enfermedad de Alzheimer. 

- EH= enfermedad de Huntington. 

- ELA= Esclerosis Lateral Amiotrófica. 

- EP = enfermedad de Parkinson. 

- EYA= Eyes Absent. 

- HRP= horseradish peroxidase.    

- LAR, Lar = leukocyte antigen receptor. 

- LAR-SE = sobreexpresor de Lar 

- LAR RNAi = RNA inhibidor de Lar 

- LMWP= fosfatasas de clase II. 

- MAP= microtubule-associated proteins. 

- MT= microtúbulos. 

- NFT= neurofibrillary tangles. 

- ns= no significativo 

- NSC = neural stem cells. 

- p Tau = hyperphosphorylated tau. 

- PTP = proteína tirosina fosfatasa. 

- PTPRD = proteína tirosina fosfatasa de receptor delta. 

- SE= sobreexpresión. 

- yw = yellow white. 
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(i). RESUMEN. 

Los trastornos neurológicos son uno de los mayores problemas para la salud pública, considerándose 

a nivel mundial como la primera causa de discapacidad. Estos trastornos se han convertido en un tema 

prioritario para los estudios científicos, los cuales utilizan modelos animales a fin de aportar la mayor 

cantidad de información posible para hacerle frente a estas enfermedades.  

De las investigaciones hechas, varias se han enfocado en estudiar las proteínas que pueden guardar 

relación con este tipo de patologías. En este sentido, una de las analizadas es la de la Proteína Tirosina 

Fosfatasa de Receptor tipo Delta (PTPRD, del inglés Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type D), un 

regulador de la señalización de la tirosina quinasa que tiene implicancia en varios procesos como los 

de crecimiento, migración y unión celular, entre otros, siendo muy importante su función de fosfatasa 

en las proteínas. Estudios recientes describen que el gen que codifica para PTPRD se encuentra mutado 

en distintas enfermedades neurológicas, lo que puede tener relación con la capacidad de esta proteína 

de desfosforilar e inactivar los receptores de tipo tirosina quinasa, que están involucrados en el destino 

de las células progenitoras neurales (NSCs, por sus siglas en inglés neural stem cells). 

Y una de las neuropatías donde la actividad de PTPRD está afectada es la enfermedad de Alzheimer 

causada por la hiperfosforilación de Tau, una proteína que, al estar unida a más fosfatos de lo normal, 

contribuye a un mal ensamble proteico perjudicando a los microtúbulos que conforman la vía para el 

transporte neuronal. Aquí se hace necesaria la función fosfatasa de PRPRD. 

Para demostrar que los cambios en los niveles de la expresión del Antígeno Receptor de Leucocitos 

(LAR, por sus siglas en inglés Leukocyte Antigen Receptor), que es ortólogo de PTPRD, contribuían a 

obstaculizar el progreso neurodegenerativo causado por la hiperfosforilación de Tau (p-Tau), se 

experimentó con Drosophila melanogaster (modelo animal elegido para la tesis), sometiéndola bajo 

diferentes niveles de LAR evaluando sus actividades motrices, a la vez que se cuantificaban las proteínas 

de LAR. Luego los Drosophila resultantes fueron expuestos a un p-Tau, y nuevamente sometidos a 

nuevas pruebas fisiológicas que buscaban evidenciar lo efectos sobre el p-Tau en presencia de LAR. 

Como principal resultado de este estudio se comprobó la importancia de la PTPRD a lo largo del ciclo 

vital para la mantención de las capacidades cognitivas. Lo que abre un nuevo camino para 

complementar los tratamientos actuales y crear terapias más efectivas en un futuro. 
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(ii). SUMMARY. 

Neurological disorders are one of the major problems for public health, being considered worldwide as 

the first cause of disability. These disorders have become a priority topic for scientific studies, which 

use animal models in order to provide as much information as possible to address these diseases.  

Of the research done, several have focused on studying the proteins that may be related to this type 

of pathology. In this sense, one of those analyzed is Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type Delta 

(PTPRD), a regulator of tyrosine kinase signaling that is involved in several processes such as growth, 

migration and cellular binding, among others, being very important its function as a phosphatase in 

proteins. Recent studies describe that the gene coding for PTPRD is mutated in different neurological 

diseases, which may be related to the ability of this protein to dephosphorylate and inactivate tyrosine 

kinase type receptors, which are involved in the fate of neural progenitor cells (NSCs). 

And one of the neuropathies where PTPRD activity is affected is Alzheimer's disease caused by 

hyperphosphorylation of Tau, a protein that, being bound to more phosphates than normal, 

contributes to protein misassembly by damaging the microtubules that make up the pathway for 

neuronal transport. Here the phosphatase function of PRPRD becomes necessary. 

To demonstrate that changes in the levels of Leukocyte Antigen Receptor Receptor (LAR) expression, 

which is an orthologue of PTPRD, contributed to hinder the neurodegenerative progression caused by 

Tau (p-Tau) hyperphosphorylation, was experimented with Drosophila melanogaster (animal model 

chosen for the thesis), subjecting it under different levels of LAR by evaluating its motor activities, while 

quantifying LAR proteins. The resulting Drosophila were then exposed to p-Tau, and again subjected to 

new physiological tests that sought to demonstrate the effects on p-Tau in the presence of LAR. The 

main result of this study was the importance of PTPRD throughout the life cycle for the maintenance 

of cognitive abilities. This opens a new path to complement current treatments and create more 

effective therapies in the future. 
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1.INTRODUCCIÓN. 

1.1 Enfermedades neurodegenerativas. 

1.1.1 Consecuencias de las enfermedades neurodegenerativas. 

Las enfermedades neurodegenerativas son consideradas mundialmente como la primera causa de 

discapacidad y la segunda causa de muerte (después de las enfermedades cardiovasculares) 

(1). Actualmente un tercio de la población mundial sufre alguno de estos trastornos, y más de 50 

millones de personas padecen de enfermedad de Alzheimer (EA), cifra que probablemente irá en 

aumento debido al envejecimiento de la población. Se calculó además que en 2010 las afecciones 

neurológicas costaron 798 000 millones de euros sólo en Europa. Y también se estima que en 2019 esta 

enfermedad costó a la sociedad mundial un total de US $1,3 billones, cifra equivalente al 1,5% del PIB 

Mundial (2–6).  

De estas patologías, un 5% tiene un origen hereditario y el otro 95% guarda aun un origen un tanto 

incierto, pero que tiene estrecha relación con diversos factores de riesgo como la hipertensión, 

obesidad, diabetes, inactividad física, pérdida de la audición, tabaquismo, depresión, bajo nivel 

educativo y baja frecuencia de sociabilización (7–11).  

A pesar de que actualmente no existen tratamientos que reviertan o retarden tales enfermedades, se 

sabe que hay una gran diversidad de fenotipos clínicos que comparten un rasgo característico en 

común: la acumulación de proteínas específicas en agregados insolubles en (y entre) las neuronas y 

células gliales vulnerables (1). Las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de 

Alzheimer (EA), la de Parkinson (EP), la de Huntington (EH) y la Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA) 

presentan la aparición progresiva de esos cúmulos proteicos anormales en el sistema nervioso, los 

cuales inician con la agregación de proteínas específicas mal plegadas que luego proliferan y terminan 

acumulándose, ocasionando lesiones intra y/o extracelulares (12). 

 

1.1.2. Profundizando en la enfermedad de Alzheimer. 

La EA es la causa irreversible más común de demencia senil. Este trastorno implica la pérdida de 

conexiones sinápticas, la retracción de axones y dendritas, y la muerte de las neuronas; perjudicando 

principalmente la corteza cerebral y el hipocampo (zona relacionada con la memoria). Los pacientes 

que sufren de esto se caracterizan por presentar pérdida de la memoria, dificultad para pensar y 

razonar, cambios en su personalidad y comportamientos que antes no presentaban (13). Estos 

síntomas son el resultado de una neurodegeneración progresiva que conlleva un importante deterioro 

cognitivo. Para el diagnóstico de EA, se identifican signos neuropatológicos como placas amiloides 
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extracelulares y ovillos neurofibrilares intracelulares (13–15), que son, respectivamente, cúmulos de 

proteínas mal plegadas y agrupaciones densas de neurofilamentos y microtúbulos (16). 

Las placas de péptido beta-amiloide (Aβ) son producidas por la proteína precursora amiloide (APP, por 

sus siglas del inglés amyloid precursor protein) por medio de una escisión proteolítica diferencial en el 

receptor transmembranal. La endoproteólisis se realiza mediante una enzima de escisión en el sitio β 

de la APP (BACE, por el inglés β-site APP-cleavage enzyme), apoyada de un conjunto de γ-secretasas, 

que corresponden a presenilina 1/2, nicastrina, APH-1 y PEN-2 (17). Una escisión proteolítica imprecisa 

resulta en la generación de Aβ40 y Aβ42. Aunque de estos Aβ42 toma más protagonismo debido a que 

este es el componente principal de las placas de Aβ en cerebros con EA (18). Mientras que los ovillos 

neurofibrilares (NFT por el inglés neurofibrillary tangles) están compuestos por proteínas Tau 

hiperfosforiladas (p-Tau), las que se encuentran dentro de las neuronas afectadas (19–21).  

Antes de seguir profundizando en los NFT, es necesario describir a esta proteína que toma 

protagonismo: Tau. Esta es una proteína que se asocia a los microtúbulos (MT) al interactuar con la 

tubulina, promoviendo el ensamblaje de MT. Cabe decir que los MT son componentes fundamentales 

del citoesqueleto, necesarios para la formación y mantenimiento de la morfología neuronal.  De Tau se 

han descrito cuatro regiones: una región N-terminal, un dominio rico en prolinas, otro de unión a los 

microtúbulos y una región de proyección C-terminal. La región N-terminal contiene secuencias ácidas 

y tiene un tamaño variable; la región rica en prolinas posee una gran cantidad de residuos 

potencialmente fosforilables, y todo indica que esta región parece tener un rol importante en la 

asociación de Tau a los MT (22). La región de unión a MT posee 3 o 4 repeticiones de alrededor de 30 

residuos similares, de las cuales solo la 2da serie se expresa en el cerebro adulto. Finalmente, la región 

C-terminal también presenta una zona rica en prolinas con residuos fosforilables y otra zona más ácida 

hacia su proyección C-terminal (23). En una situación libre de enfermedad, Tau se une a los MT 

estabilizándolos dentro de la neurona (Ver figura 1) (24). Su afinidad por los MT es regulada por la 

fosforilación de los sitios de unión que esta proteína posee para estos. Y en la búsqueda de factores 

que afecten su ensamblaje se ha observado que Tau promueve la polimerización de los MT in vitro (25), 

teniendo la capacidad de suprimir la dinámica de estos, logrando su estabilización; respecto a esto 

último, se ha demostrado que esta función estabilizadora de Tau es reemplazable por otras proteínas 

asociadas a microtúbulos (23), pero a pesar de ello, la ausencia de Tau resulta perjudicial para la 

actividad neuronal, la plasticidad cerebral y la neurogénesis. Además puede regular el transporte 

axonal al unirse a los microtúbulos a lo largo del axón, pudiendo separarlo de las proteínas motoras, 

gracias a lo cual incrementa la eficacia del transporte axonal (26,27). 
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Cuando hay un alto nivel de fosforilación, Tau pierde su capacidad de unión a los MT y estos se 

desprenden, desestabilizando el citoesqueleto. Y como consecuencia de su hiperfosforilación, Tau 

presenta modificaciones en su estructura con efectos tóxicos. Así, factores que regulan las Tau quinasas 

terminan produciendo la agregación desastrosa de Tau. Ejemplo de estos factores son las proteínas 

quinasas dirigidas a prolina o motivos prolin–serina/treonina (P–ST); las quinasas activadoras de 

mitógenos y las quinasas que fosforilan motivos distintos a P–ST, como la proteína quinasa II 

dependiente de Ca2+/calmodulina (24). Este desequilibrio lleva a la posterior acumulación de Tau, e 

incluso al secuestro de otras proteínas asociadas a microtúbulos (MAP), resultando en la 

desorganización de toda la red de MT, la formación de filamentos helicoidales apareados (PHF) y 

finalmente, de los NFT (28–31). 

 

Figura 1: La formación de ovillos neurofibrilares empieza dentro de la neurona en las proteínas de Tau. En la 

situación de la izquierda se ven las proteínas tau representadas como líneas amarillas que ayudan a estabilizar la 

red de MT. En el lado derecho se ilustra lo que sucede en una neurona afectada por EA, ahora Tau está 

hiperfosforilado (línea con bultos) y no puede adherirse a los MT, los que pierden su estabilidad y se desorganizan. 

En la esquina inferior derecha se observa una acumulación de proteínas Tau hiperfosforiladas, lo que corresponde 

a un NFT. Lo descrito es lo que se conoce como taupatía (32). 
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1.1.3. Las taupatías. 

Numerosas enfermedades neurodegenerativas están relacionadas con anormalidades en Tau, debido 

a lo cual reciben el nombre de taupatías (30). En la actualidad éstas se originan mayoritariamente por 

alteraciones proteicas (como la acumulación, oligomerización y/o multimerización de proteínas 

tóxicas), por ejemplo: la afectación de MAPK5, una quinasa asociada con la hiperfosforilación de tau e 

implicada en enredos de proteínas (20). Incluso se sabe que las p-Tau pueden disminuir los niveles de 

Tau funcional y dificultar aún más, por motivos ya descritos, el transporte axonal (33–35).   

En las taupatías, las proteínas afectadas dentro de una neurona pueden originar otros problemas 

celulares, ya sea una transcripción alterada, disfunciones mitocondriales o un deterioro significativo en 

el sistema de ubiquitina-proteosoma, la que funciona como control de calidad degradando las 

proteínas mal plegadas; todo esto converge en una enfermedad neurodegenerativa progresiva donde 

se acumulan proteínas mal plegadas que no pudieron degradarse. Pero a pesar del oscuro escenario 

antes descrito, las alteraciones proteicas son factores controlables, lo que abre una ventana a evitar y 

desacelerar el desarrollo de varios signos patológicos de las taupatías; uno de estos medios es utilizar 

proteínas que cumplan con roles inhibitorios para estas enfermedades, como proteínas tirosinas 

fosfatasas, las cuales desfosforilan proteínas (36–38).   

 

1.2. PTPRD en el sistema nervioso. 

1.2.1. Historia, función y estructura de PTPRD. 

Entre las diversas proteínas involucradas en el sistema nervioso, existen unas que desempeñan roles 

importantes como contribuir a la sinapsis, a la organización y transporte de neuronas, entre otras 

actividades. Entre estas destaca la Proteína Tirosina Fosfatasa de receptor tipo Delta (PTPRD, Protein 

Tyrosine Phosphatase Receptor Type D). Esta molécula fue descubierta en 1990 mediante una sonda 

de hibridación de proteínas tirosina fosfatasas (PTP) en un cribado (screening) de baja rigurosidad de 

ADNc humano en Drosophila (39). La PTPRD pertenece a la familia de PTP (protein tyrosine 

phosphatase), que incluyen PTPRA, PTPRE, PTPRS (PTPR sigma, o PTPRσ) y PTPRF (también conocido 

como antígeno relacionado con leucocitos o LAR por el inglés Leukocyte common antigen-related), 

familia que a su vez se divide en dos clases: las PTP citosólicas y las PTP receptoras. Las primeras poseen 

un dominio PTP en su región intracelular mientras que las segundas contienen una o dos repeticiones 

de estos dominios en la misma región. Las PTP intervienen en las actividades reguladoras de los 

receptores tirosina quinasas, en el crecimiento celular, en la migración celular y en la angiogénesis 

(40,41). 
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Las PTPRD poseen en su estructura tres dominios de inmunoglobulina y una serie de dominios de 

fibronectina III, otro de transmembrana y otros dominios intracelulares de tipo fosfatasa D1 y D2 (ver 

Figura 2). Los primeros dos tipos de dominios nombrados le otorgan a PTPRD funciones fisiológicas 

derivadas como la de adherencia celular y la capacidad de servir como un especificador sináptico para 

moléculas homófilas de PTPRD-PTPRD en células neuronales. Mientras, los dominios tipo fosfatasa D1 

y D2 permiten desfosforilar los residuos de fosfotirosina en un grupo de proteínas citoplasmáticas. El 

dominio fosfatasa D1, que está próximo a la membrana, es el que se encarga de mediar esta actividad 

desfosforiladora (40,42,43). Mientras que el dominio D2, que contiene una secuencia homóloga a las 

fosfatasas, no tiene actividad enzimática, por lo que este debe unirse a los dominios D1 para regular la 

actividad de la PTPRD y de varias otras proteínas tirosina fosfatasas de tipo receptor relacionadas, como 

PTPRA, PTPRE, PTPRS y PTPRF (ver figura 2) (43,44). 

Figura 2. Se observan las estructuras de tres de las cuatro familias de PTP: PTPRF, PTPRD, PTPRS; con sus 

respectivos componentes de Inmunoglobulina (Ig) con miniexones (me), la fibronectina tipo III (FN) como una 

serie de rectángulos, un dominio en la región transmembrana y sus dos dominios intracelulares de fosfatasa: el 

de tirosina fosfatasa activo (D1) y el otro que funciona como un regulador enzimáticamente inactivo (D2) en el 

citosol (47). 
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Analizando la selectividad del dominio fosfatasa D1 de PTPRD, se observa la ausencia de una secuencia 

consenso altamente específica para los aminoácidos que rodean a la fosfotirosina, y la preferencia por 

aminoácidos hidrófobos grandes, especialmente los adyacentes a esta proteína; otra preferencia por 

residuos ácidos en las proximidades de la proteína y por otro lado la aversión a los desechos básicos; y 

es observable una afinidad relativamente menor por los sustratos de fosfotirosina en comparación con 

otras PTP. También se ve una suficiente actividad catalítica cerca de las de otras proteínas tirosina 

fosfatasas que evidencia su potencial para actuar como una enzima de alta eficiencia catalítica. A partir 

de aquí es sabido que la inhibición del dominio de fosfatasa PTPRD D1 proporciona una ruta 

aparentemente exitosa para modular la actividad de PTPRD, además de posibilitar el aumento de la 

actividad fosfatasa de PTPRD al reducir el efecto inhibidor por la unión del dominio D2 al dominio 

fosfatasa D1 activo (39,45,46).  

 

1.2.2. PTPRD en el neurodesarrollo. 

Estas características de la PTPRD le permiten regular el desarrollo del cerebro, expresándose en zonas 

precursoras como en el hipocampo, en los núcleos del hipotálamo, y en los de las amígdalas cortical y 

lateral, que están bien implicados en interacciones talamocorticales que son intervenidas por otras 

interacciones talamocorticales reticulares recíprocas, además de su participación en las 

interconexiones corticales y moto-neuronales del tronco encefálico y de la médula espinal (41). Esto 

promueve el desarrollo de las funciones motoras, mnemotécnicas y de recompensa subcortical-

cortical. Además, la PTPRD es partícipe de procesos celulares como el crecimiento, la proliferación y la 

migración celular, así como de la búsqueda de rutas axonales y la sinaptogénesis. A su vez, 

experimentos basados en la disminución o eliminación de PTPRD en ratones demostraron el 

crecimiento de la porción celular progenitora intermedia durante la proliferación celular, y también el 

aumento de neuronas corticales, lo que terminaba alterando la actividad cortical  (40,41).  

 

1.2.3. PTPRD en la neurodegeneración. 

Dada su importancia, la PTPRD se encuentra asociada genéticamente con varios trastornos neuronales, 

como los del espectro autista, el de déficit de atención e hiperactividad, la esquizofrenia, el trastorno 

obsesivo-compulsivo, el síndrome de piernas inquietas y la enfermedad de Alzheimer. Incluso se ha 

informado de la presencia de PTPRD mutados en cánceres neurales derivados de precursores neurales 

desregulados (40,41). 
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La ineficiente regulación de esta molécula es una causal importante en diversas enfermedades, ya sea 

por su sobreexpresión o deficiencia. La PTPRD se relaciona con las taupatías mediante la MAPK5, una 

quinasa asociada a la hiperfosforilación de tau y la posterior formación de NFT; dicha quinasa resulta 

ser un objetivo de desfosforilación por parte de PTPRD (40). Este vínculo patogénico es la razón por la 

que PTPRD ha recibido atención para su uso como diana terapéutica, estudiando el control y manejo 

de las taupatías mediante el uso de modelos experimentales (49–52).   

 

1.3. Drosophila Melanogaster y LAR. 

1.3.1. Descripción del modelo p neurodegeneración en Drosophila. 

Las Drosophila melanogaster, conocidas como moscas del vinagre, son insectos holometábolos (es 

decir, que pasan por metamorfosis) del orden Díptera, pertenecientes a la familia Drosophilidae. A 

menudo se encuentran en materia orgánica en descomposición, como la fruta podrida. Esta especie 

habita en todos los continentes excepto en la Antártida. Hace unos 15.000 años, D. melanogaster 

emigró de su hogar natal en el sur de África subsahariana a Europa y luego llegó a colonizar gran parte 

del resto del mundo gracias al comercio de frutas durante los últimos siglos (53–55). 

Hoy en día las moscas son usadas en más de 1800 laboratorios alrededor del mundo. D. melanogaster 

representa un sistema clásico para la investigación científica debido a su facilidad de cultivo en 

laboratorio, obteniendo muchas generaciones en poco tiempo. Además, tienen un genoma compacto, 

lo que las hace fáciles de manipular genéticamente, junto con una elevada capacidad reproductiva y 

un corto ciclo de vida de 2-3 meses (56–58). Características que la convierten en un organismo 

eficiente. Pero, a pesar de ser un organismo bastante simple en comparación con los mamíferos, esta 

mosca tiene un sistema nervioso central complejo, cuyas neuronas tienen dendritas que se originan 

desde el axón (conocidas como neuronas unipolares) a diferencia de los vertebrados, cuyas dendritas 

neuronales se despliegan desde el soma de la neurona (neuronas multipolares). Otra característica es 

que las glías de D. melanogaster conforman sólo el 10% del total de células del sistema nervioso central 

(v/s el 50% en humanos), y poseen cierta similitud con el cerebro de vertebrados, como por ejemplo: 

los circuitos neuronales de la visión (59, 60). Las similitudes moleculares, funcionales y de desarrollo 

entre estos sistemas testifican que los principios básicos de los circuitos neuronales se conservan desde 

las moscas hasta los humanos, proporcionando una ventaja importante para los estudios de 

enfermedades neurodegenerativas (,61–63).  

La manipulación genética de D. melanogaster para su uso como herramienta permite la expresión de 

transgenes específicos, que en el caso del presente estudio se utilizó para el sistema de GAL4-UAS, un 
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factor de transcripción de levadura (GAL4) que se puede usar para controlar la expresión de los genes 

(bajo una secuencia UAS) y así dirigir la actividad de los genes a un tejido específico. En base a ese 

sistema, se manipula la expresión del gen de interés para una pérdida y/o ganancia de función, bajo un 

promotor celular-específico, como el pan-neuronal Elav(x)-GAL4, el cual dirige la expresión génica del 

sistema nervioso (64, 65).  

 

1.3.2. Ortología entre PTPRD y LAR en moscas. 

El genoma de D. melanogaster contiene 44 genes de PTP, con datos de RNA-seq (que fueron obtenidos 

de la plataforma FlyBase) que apoyan tanto la expresión robusta como las estructuras intrón-exón de 

todos los genes PTP (68). El catálogo genético de la mosca presenta 16 PTP específicos de tirosina 

(clásicos) con 21 fosfatasas de especificidad dual (DSP), 4 fosfatasas de clase II (LMWP), 2 fosfatasas de 

clase III (CDC25) y 1 homólogo de ojos ausentes (EyA). A diferencia del 65% de las PTP humanas que 

son proteínas multidominio, la mitad de las PTP de las moscas tienen dominios accesorios que mejoran 

las capacidades de las enzimas (66–69). Entre estas familias de PTP, se destaca la PTPRD o Lar, la cual 

forma parte la familia de PTP tipo II.  Lar es posiblemente el subtipo mejor caracterizado entre las 

familias de PTP, compartiendo el 90% de las secuencias aminoacídicas en sus dominios de fosfatasa, y 

una homología del 75 % con la secuencia de su ortólogo humano (Figura 3), cumpliendo con funciones 

moleculares en la actividad de fosfatasa (70).  

 

Figura 3. Lar es la proteína ortóloga a la PTPRD humana en Drosophila. Datos tomados de la plataforma FlyBase 

(FBgn0000464) que demuestran cuantitativamente (Score) la similitud del alineamiento proteico entre las 

secuencias de PTPRD humana y Lar, su ortólogo en Drosophila (67). 
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1.3.3. Uso de Drosophila en experimentos de modificaciones de Lar en p neurodegeneración. 

La sobre expresión de Tau humana en el sistema nervioso de D. melanogaster recapitula varias 

características de la EA, lo que proporciona un modelo experimental útil para la disección genética 

funcional de los mecanismos de esta enfermedad (64, 71–73). Además, se han realizado “screenings” 

a gran escala de modificadores genéticos relevantes para la EA en D. melanogaster, lo que ha 

demostrado que estos resultados pueden ser casi tan válidos como si hubiesen sido obtenidos a partir 

de un ser humano (74, 75). La lista de modificadores asociados al EA en D. melanogaster ha 

proporcionado buenas pistas sobre los mecanismos moleculares que son regulados por proteínas 

homólogas en mamíferos, por lo que la descripción y análisis de estos datos es una herramienta 

importante para avanzar hacia una potencial terapia futura (76–80). 

Para el presente estudio, la mosca D. melanogaster se utilizó como modelo buscando verificar si los 

cambios en los niveles de la expresión de la proteína Lar contribuyen en la progresión de la 

neurodegeneración causada por la hiperfosforilación de Tau (58). Para ello se cruzaron moscas que 

padecían trastornos neurodegenerativos, de las cuales su descendencia fue cruzada con moscas que 

inducían la sobreexpresión de Lar (el homólogo de PTPRD en moscas); luego las crías resultantes fueron 

estudiadas en busca de algún cambio significativo en su sistema nervioso (73, 77, 81–85).  
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2. HIPÓTESIS CIENTÍFICA. 

Los cambios en los niveles de la expresión de PTPRD contribuyen en la progresión de la taupatías. 
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3. OBJETIVOS. 

Objetivo general: 

Evaluar los cambios de hiperfosforilación de Tau mediante modificaciones en la expresión del gen Lar 

en el sistema nervioso de Drosophila melanogaster. 

 

Objetivos específicos:   

I. Caracterizar los efectos de la modulación de los niveles de expresión de Lar en el sistema 

nervioso de D. melanogaster. 

II. Evaluar los cambios de la hiperfosforilación de Tau inducidos por cambios en la expresión del 

gen Lar en el sistema nervioso de D. melanogaster. 

III. Examinar la neurodegeneración provocada por cambios en los niveles de expresión del gen Lar 

en el sistema nervioso de D. melanogaster. 
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4. METODOLOGÍA. 

4.1. Selección y mantención de moscas por genotipo. Se seleccionaron los genotipos obtenidos de 

Bloomington Drosophila Stock Center en base a su información, utilizando como control los genotipos 

Canton-S (CS), yellow white (yw) y UAS-trip (el cual no tiene función biológica aparte de ser fluorescente 

bajo cierta intensidad de luz), y como base de mutación los genotipos transgénicos Elav(x)-GAL4 

(promotor pan-neuronal), GMR-GAL4 (un promotor retinal). De estos Elav(x)-GAL4 fue cruzado con los 

tres genotipos control, y GMR-GAL4, sólo con yw. Además, Elav(x)-GAL4 y GMR-GAL4 fueron también 

cruzados cada uno con un genotipo UAS Lar RNAi (#34965, #40938, inhibidores de Lar), los cuales 

cumplen con la misma función, pero están ubicados en distintos cromosomas: Lar RNAi 34 está en el 

cromosoma 3; mientras que Lar RNAi 40, en el cromosoma 2. Se seleccionaron además los siguientes 

genotipos: UAS-Lar (#8591) para sobreexpresar Lar; UAS-pTau (#51363), que genera taupatías; y 

CyO/tm6, un genotipo marcador utilizado para la coexpresión de dos genotipos diferentes (67, 86–88). 

Las cepas de D. melanogaster se reprodujeron durante 3 días y luego fueron transferidas a un nuevo 

tubo de cultivo, cabe decir que se requieren entre 10 a 12 días para obtener una mosca adulta, la cual 

emerge de la fase de pupa y madura sexualmente en ∼8-12 hrs. Este proceso de cultivo se repitió hasta 

conseguir 60 moscas hembra vírgenes (que se diferencian por la presencia de un punto negro en su 

abdomen) que luego fueron cruzadas con machos de los genotipos inductores (89). 

 

4.2. Inducción de la expresión de Lar en moscas. De las crías obtenidas anteriormente, se 

seleccionaron las que contenían los genotipos de Lar RNAi #34965, Lar RNAi #40938, UAS-Lar #8591, 

Tau #51363, y luego estas fueron cruzadas con moscas con genotipos marcadores de coexpresión 

CyO/tm6b (90–93). Una vez obtenida la descendencia con el patrón dictado por el promotor elegido, 

se expusieron las crías a nuevas experimentaciones (61, 94–99). 

 

4.3. Integridad del ojo de las moscas. Para verificar la presencia de cambios fenotípicos, se 

seleccionaron los descendientes de la cruza entre el genotipo GMR-GAL4 con yw. Estos fueron 

separados según su género, y se seleccionaron hembras para congelarlas a -20° C, lo que las dejó en un 

estado suspendido temporalmente para un fotografiado de alta definición, donde fueron observables 

cambios en la forma y color de los ojos (100–103). 

 

4.4. Sobrevivencia. Con tal de observar cambios en la esperanza de vida, se cruzaron moscas hembras 

Elav(x)-GAL4 con machos CS en cuatro viales: un vial para UAS-Lar #8591, dos para Lar-RNAi 34 y el 
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último para Lar-RNAi 40. Después de los cruces se esperaron 20 días para la seleccionar 25 moscas 

hembra de cada vial (es decir, 100 moscas en total), ya que los machos son agresivos entre sí. Después 

de ello las moscas seleccionadas fueron cambiadas de vial día por medio hasta la muerte de la última 

mosca, llevando la cuenta de las moscas fallecidas por día (104). 

 

4.5. Ensayo de escalada. Para evaluar cambios en la actividad locomotora, se seleccionaron 20 moscas 

hembra de 10 días de edad de cada genotipo y se anestesiaron con CO2, para luego colocarlas en cuatro 

tubos viales (uno por genotipo) el día previo a realizar la escalada. A la mañana siguiente, 10 moscas 

de cada vial se transfirieron a un cilindro de vidrio de 30 cm donde se evaluó su escalada, el que fue 

limpiado después de cada uso. Estos experimentos se realizaron con luz ambiental a una temperatura 

de 22°C y humedad del 40%. Y para evitar la confusión del ritmo circadiano, todos los experimentos 

fueron realizados a la misma hora de cada día (105).  

Al momento de evaluar la escalada se conectó el escáner medidor al computador y se usó el programa 

DAMSystem. Luego 10 moscas de cada genotipo se trasladaron a tubos marcados, los que luego se 

depositaron en una columna del medidor para escanear las moscas, cuyos datos obtenidos fueron 

enviados al monitor del programa DAMSystem. Después de 2 segundos se golpeó levemente el 

contenedor contra el suelo para que las moscas cayeran y volvieran a subir. Este proceso fue repetido 

doce veces en total cada 30 segundos mientras los datos eran registrados por el programa DAMSystem. 

Estos fueron enviados a Excel Data Sheet para su filtración en replicas técnicas. Los datos filtrados 

fueron enviados al programa “Prism Graph”. Luego de someterlos a una normalización se probaron 

mediante el control “D Agostino-Pearson” para determinar si eran paramétricos. Enseguida fueron 

sometidos a una prueba de ANOVA de una vía para detectar la diferencia de promedio y varianza, 

seguido de una prueba de comparaciones múltiples para determinar la diferencia de promedios. Con 

esto se graficaron los datos donde el valor de P < 0,05. Para graficar la escalada a lo largo del tiempo se 

utilizó ANOVA de 2 vías para determinar el efecto sobre los porcentajes de escalada, comparándolos 

en distintos tramos de tiempo. 

 

4.6. Inmunofluorescencia de cerebros de larva.  Para determinar los niveles de proteínas en el cerebro 

de las moscas, se diseccionaron los cerebros de 15-20 larvas en buffer PBS 1X durante 20 minutos para 

no destruir el tejido. Los cerebros fueron transferidos a un tubo de PFA 4% (paraformaldehido) y 

sometidos a rotación durante 20 minutos a temperatura ambiente. Luego dicho tubo fue enfriado hasta 
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que los cerebros precipitaron en el fondo del contenedor. Entonces se les aplicaron tres lavados rápidos 

con buffer PBT (PBS con Tritón), siempre manteniéndolos en el fondo. Luego fueron llevados a rotación 

3 veces durante 5 minutos, aplicando un lavado rápido entre cada una. Finalmente, el tubo fue 

sometido a un último lavado rápido con buffer PBS (106). 

A continuación, se bloquearon las muestras con suero de cabra (NGS, normal goat suerum) al 5% 

durante una hora mediante una solución de PBT al 0,1%. Luego se incubaron toda la noche a 4°C con 

anticuerpos primarios a 1:1000 en una solución de NGS al 5% con 5 ul de anticuerpo 1° PTPRD# NBP2-

49153 de ratón (MS) y 469,5 ul de PBS.  

Luego de aplicar 6 lavados con buffer PBT 0,1% durante 10 minutos, los cerebros fueron incubados con 

los anticuerpos 2° durante una hora en una solución de NGS al 5% con 0,5 ul de DAPI (para el núcleo), 

469,5 ul de PBS y 5 ul de anticuerpo 2º de ratón 488 (#145822), usando mismo hospedero que el del 

anticuerpo 1º (ninguno de estos reactivos fue expuesto a la luz). Después se enjuagaron 6 veces con 

PBT 0,1% durante 10 minutos para posteriormente montarlos en fluoromount entre 2 placas de cristal 

(2, 107–111).  

Las placas fueron llevadas a microscopía para una inmunofotorrecepción y fotografiarlas con una 

magnificación de 40x. La imagen obtenida fue visualizada con el programa de “Image J” arrastrando el 

archivo “: LIF a image”. Para ver los niveles de HRP, se seleccionó “channel 3” → “Z; 18” cliqueando 

“imagen”. Entonces se cliqueó “stacks” → “z Project” → “max intenst” para crear una copia con 

comando Shift D.  

Las placas fueron llevadas a microscopía para una inmunofotorrecepción y fotografiarlas con una 

magnificación de 40x. Después las fotos obtenidas fueron archivadas y arrastradas al programa de 

“Image J” donde fueron procesadas para determinar la concentración de las proteínas de Lar. 

Para graficar se usó el software “Graphpad Prism”, se eligió el gráfico tipo “column” → “Intend”. Se 

cliqueó “create” y se copiaron los datos del Excel en cada casillero; luego se fue a la opción “Analize” 

→ “ONE Way ANOVA” → “Multiple comparison” → “compare the mean column with other column”. 

Finalmente se seleccionó “graphs” → “individual values” y luego se eligieron gráficos de barras y 

puntos. 

Las fotos fueron seleccionadas determinando el promedio de la intensidad de las fotos en HRP para 

cada genotipo y luego se eligió la foto que tuviera el valor más cercano al promedio de todos sus datos. 

 

4.7. Cuantificación de proteínas Lar. Para cuantificar los niveles de la proteína de Lar en los distintos 

genotipos, se guardaron 20 hembras de cada uno de estos en tubos de microcentrífuga (Eppendorf) y 
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fueron congeladas en nitrógeno líquido para facilitar la decapitación de las moscas. Las cabezas fueron 

trituradas con 500 ul de solución RIPA (Tris -HCl 10-50 mM (pH 7–8), NaCl 150 mM, 1% Triton X-100, 

0,1-0,5% desoxicolato), se sonicaron y se centrifugaron a 12000 fuerzas G por 10 minutos en una 

centrífuga previamente enfriada a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y se eliminó el excedente que 

quedó en el fondo. El sobrenadante fue cuantificado con el Kit de ensayo de proteínas BCA 

(bicinchoninic acid) de 96 microplacas marca Thermo Cientific (siendo la primera fila un estándar) y se 

aplicó una dilución seriada a los pocillos continuos de la fila añadiendo 180 ul de H2O/PBS a la primera 

celda y 100 ul a las demás. Después se añadieron 20 ul de BSA (bovine serum albumin) a la primera 

celda para una dilución en serie de 100 ul desde la derecha, exceptuando la última celda que quedó 

vacía (112). 

Las muestras se cargaron por triplicado en cantidades de 98 ul de H2O/PBS con 2 ul de la muestra, y 

después a cada celda se les añadió 100 ul de la mezcla de reactivos del kit de BCA A y B, en razón de 

50:1. Las muestras fueron incubadas durante 30 minutos a 37°C y se cuantificaron en el equipo de 

“multiscan” para determinar la concentración final. 

Con los datos obtenidos de “multiscan” se prepararon las proteínas (bajo la premisa de una 

concentración inicial de 1 ug y una concentración final de 50 ug). Luego se preparó un gel de contención 

para determinar la presencia Lar, se agregaron 20 ul de una solución de 8 ul de beta-mercapto, 5 ul de 

Ladder y 7 ul de agua destilada en la primera abertura del gel, y en los demás casilleros se agregaron 8 

ul de beta-mercapto con 8 ug/ul de las proteínas de cada genotipo y en la última casilla del gel se agregó 

un compuesto con 8 ul de beta-mercapto y 12 ul de agua. 

Con las proteínas ya cargadas, el gel se depositó en la cámara de electroforesis a 100 V durante 2 horas 

hasta bajar todas las proteínas. Después se removió el gel con pinzas que para no contaminarlo y fue 

puesto entre 7 capas de papel filtro en buffer y una membrana activa en metanol durante 3 minutos, 

obteniendo la membrana con las respectivas marcas protéicas. Esto fue lavado en PBS/Tween x1% 3 

veces por 5 minutos y después puesto en anticuerpos 1º de conejo PTPRD ab103013 toda la noche a 

4°C. Luego pasaron por un lavado de PBS Tween para su incubación con los anticuerpo 2° de anti conejo 

488 (# 146644) a temperatura ambiente y bajo agitación, posteriormente la membrana fue sometida a 

un lavado con PBS Tween, y así se le preparó para revelarla usando los reactivos de “Clarity Western 

ECL Substrate” (Bio Rad) en proporción 1:1, preparando 2ml en total de la mezcla de “lumiflash” (1ml 

de cada  uno). Luego la membrana fue transferida a otro contenedor e incubada con el lumiflash 

durante 5 minutos. Después de ello se pone en el equipo “chemidoc” con el programa “Imagelab”, se 
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selecciona “gel scanning” → “blot” → “chemis hi sensitive” → “run scan”, para luego amplificar la 

imagen obtenida (111). 

 

4.7.1. Cuantificación de proteínas de actina. Primero se lavó la membrana del experimento de Western 

Blot anterior con PBS Tween 0,1% durante 10 minutos para limpiar el BSA, se puso en anticuerpos 

primarios de ratón “actin monoclonal antibody ma1 744 uk 293170” para detectar actina en las 

muestras y se incubó con el anticuerpo toda la noche a 4° C. Luego se sometió a un lavado de PBS 

Tween 0,1% para su incubación con los anticuerpos secundario de anti ratón 488 (#145822), y 

posteriormente a otro lavado con PBS Tween, y así se preparó nuevamente la membrana para revelarla 

al igual que en el paso anteriormente descrito, usando exactamente los mismos reactivos y repitiendo 

el método que se siguió anteriormente. Finalmente, la membrana utilizada fue guardada en un 

contenedor lleno de BSA para su mantención junto con las proteínas (112, 113). 

 

4.8. Actividad espontánea. Para comprender si hay cambios en el comportamiento de sueño y vigilia, 

se analizó un triplicado biológico de 10 moscas hembra de 15 días de vida y 2 réplicas técnicas que se 

sincronizaron exponiéndolas al régimen de luz/oscuridad (12h de luz y 12H de oscuridad, es decir, 12:12 

LD) para su análisis en datos de 24 horas. Luego se organizaron las moscas en forma vertical durante 3 

días usando el equipo de DAMSystem (114). Se usó este régimen al basarse en la idea de 

que Drosophila es de origen africano (115,116).   

Al finalizar el experimento, los datos binarios recopilados con el software del sistema DAM que no han 

sido procesados se descargaron en un dispositivo portátil de almacenamiento. Para cada análisis se usó 

“ANOVA 2 Way” con la corrección de “Geisser-Greenhouse”(117). 

Luego se repitió el mismo experimento de actividad espontánea de 15 días, pero esta vez con los 

genotipos de Tau.   

 

4.8.1. Actividad espontánea de 15 días con p Tau. Se realizó un análisis con un triplicado biológico de 

10 moscas con 15 días de vida y 2 réplicas técnicas que se analizaron en datos de 24 horas (separadas 

en ciclos claros y oscuros), utilizando el equipo de “DAMSystem” (114). Las moscas se sincronizaron 

exponiéndolas al régimen de luz/oscuridad durante 2 a 5 días completos.  El ciclo era de 12hrs de luz y 

12hrs de oscuridad (12:12 LD) a 28 °C. Los episodios matutinos de estos empezaban a las 8:00 AM, por 

lo cual todos los segundos contados iniciaban desde la medianoche hasta las 7:49 hrs (115, 116).  
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Al finalizar el experimento, los datos binarios recopilados con el software del sistema DAM se enviaron 

a Excel para asignar el genotipo a diferentes grupos de muestra con tal de examinar el ciclo circadiano. 

Para cada análisis se usó “ANOVA 2 Way” con la corrección de “Geisser-Greenhouse”(117). 

 

4.9. Ensayo viabilidad de moscas. Para analizar los cambios en el nivel de natalidad se seleccionaron 

moscas de Elav(x)-GAL4 para un cruce: 30 hembras vírgenes y 24 machos, los genotipos usados para el 

cruce fueron UAS-trip como control estándar, UAS-Lar-RNAi 40, UAS-pTau y tau coexpresada con Lar 

(87). 

Se preparó un triplicado para cada genotipo, con 10 hembras y 8 machos cada uno. Las moscas eran 

trasladadas de tubo día por medio, contabilizando previo a cada cambio las nuevas moscas nacidas. 

Cada tubo tenía su propia fecha límite para seguir realizando traslados (con tal de evitar contaminar la 

información con la segunda generación, pues solo debía contabilizarse los nacimientos pertenecientes 

a la primera generación) existiendo en total 3 fechas diferentes (118). Luego de 10 días y hasta que 

salieron las primeras moscas del cruce (F1), se contabilizaron las moscas descendientes de cada 

genotipo durante otros 10 días obteniendo replicas biológicas y replicas técnicas, siendo las réplicas 

biológicas las moscas obtenidas del triplicado de cada genotipo en la fecha que fueron recolectadas y 

las réplicas técnicas las moscas obtenidas durante cada día de recolección para cada genotipo (Ver 

figura 4). 

Los datos de réplicas biológicas y técnicas obtenidas fueron graficados en “Prism Graph”, aplicando 

“ANOVA” → “test chi square” → “test de Fisher” para conseguir la significancia de los datos.  
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Figura 4. Se observan como son separados los triplicados de los cruces, cada genotipo se categorizaba según el 

fenotipo que presentaba. De estos, Nor eran las moscas que presentan los genes de interés; Whi, las de ojos 

blancos; Cyo, el fenotipo de alas curvas y Tm6b, el fenotipo de pelo largo en el tórax. Eran trasladadas de tubo 

día por medio para la obtención de réplicas técnicas. Mientras que para conseguir réplicas biológicas, se obtenían 

las moscas del triplicado de cada genotipo en una fecha específica (fecha que dependía del ciclo de vida de cada 

genotipo). 

 

4.10. Inmunofluorescencia de cerebros de moscas adultas y lóbulos olfatorios. Para observar la 

presencia de proteínas en los lóbulos olfatorios del cerebro se diseccionaron 15 cerebros de moscas 

adultas de 10 días, y luego se mantuvieron en un buffer PBS 1X durante 20 minutos para no destruir el 

tejido. Los cerebros ya listos fueron trasladados a un tubo de PFA 4% y se sometieron a rotación durante 

20 minutos a temperatura ambiente e iluminación estándar, y luego el tubo fue enfriado hasta que los 

cerebros precipitaron al fondo del contenedor. Luego se les aplicó un lavado rápido con buffer PBT 3 

veces manteniéndolos en el fondo, y se llevaron a rotación durante 5 minutos. Finalmente, el tubo se 

sometió a un lavado rápido con buffer PBS 1X (106). 

A continuación se bloquearon las muestras con suero de cabra (NGS) durante una hora a temperatura 

ambiente, y luego se incubaron toda la noche a 4° C con anticuerpos primarios en una solución de NGS 
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al 5% con 5 ul de anticuerpo 1° Phosfo-Tau (Ser202, Thr205) (que es anticuerpo monoclonal (AT8) de 

ratón (MS)), 469,5 ul de PBS y 0,5 ul Anti-GFP (A11122) de ratón para los lóbulos olfatorios del cerebro 

(119). 

Luego de seis lavados con buffer PBT 0,1% durante 10 minutos, los cerebros se incubaron con los 

anticuerpos secundarios de ratón durante una hora en una solución de NGS al 5 % con 0,5 ul de DAPI 

(para el núcleo), 469,5 ul de PBS y 5 ul de anticuerpo 2º de ratón 488 (#145822). Después fueron 

enjuagados con PBT 0,1% durante 10 minutos para su posterior montaje en Fluoromount (Thermo 

Fisher Scientific) entre 2 placas de cristal (2, 107–109). 

Para graficar los datos de GFP se abrieron las imágenes en “Image J” y se procesaron para obtener la 

concentración de proteínas. Se copiaron los datos obtenidos anteriormente de cada casillero a un Excel 

y se fue a “Analize” → “ONE Way ANOVA” → “Multiple comparison” → “compare the mean columna 

with other column”. 

Finalmente se cliqueó en “graphs” → “individual values” eligiendo gráficos de barras y puntos. Las fotos 

de los cerebros fueron seleccionadas determinando el promedio de sus datos de intensidad para cada 

genotipo, eligiendo de entre todas la foto que tuvo el valor más cercano al promedio de todos sus 

datos. 
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5. RESULTADOS. 

5.1. El anticuerpo anti-PTPRD reconoce su ortólogo Lar en Drosophila. 

En este experimento se buscó identificar la presencia de Lar y sus diferentes niveles en cada genotipo 

de mosca adulta y confirmar la funcionalidad del anticuerpo con respecto a su homólogo en mamíferos. 

En la membrana se localizó la presencia de Lar en la descendencia de los cruces de genotipos durante 

la cuantificación de proteínas en el Western Blot, no obstante, la medida del peso molecular de esta 

proteína (ver figura 5A) no coincidió con la medida de la proteína (Figura 5B), por lo que es plausible 

que se hayan cometido un error al sacar antes de tiempo el gel de la electroforesis, cuya elaboración 

no se repitió para optimizar los recursos del experimento. Sin embargo, este error no impidió la 

presencia de resultados, pues aun así fue posible observar la presencia de bandas proteínas, indicativo 

de que el anticuerpo anti-PTPRD utilizado en mamíferos (ratas) fue capaz de reconocer 

molecularmente a su ortólogo Lar en Drosophila (111,112,121) 

 

                                                                                                                                   

Figura 5. Anti-PTPRD reconoce su ortólogo LAR en Drosophila. En la figura A) se puede observar el peso 

molecular de las proteínas obtenidas de los genotipos usados, el genotipo control usado como estándar refleja 

una banda más elevada a -75 KDa y los demás genotipos de sobreexpresión y ARNi están casi igualados entre -35 

a -48 KDa. Cabe recalcar que el resultado fue obtenido de un error cometido en el experimento. De hecho, la 

figura B) expone cual debería ser la concentración de las proteínas en presencia de Anti-PTPRD.  

 

5.2. El anticuerpo anti PTPRD predicho en ratas logro identificar cambios de expresión en la proteína 

LAR en diferentes genotipos. 

En este experimento de inmunofluorescencia se buscó la diferencia de concentración de la proteína 

Lar entre los diferentes genotipos de Drosophila, mediante un control UAS-yw, UAS-Lar SE y dos 
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genotipos de RNAi: UAS Lar RNAi 34 y UAS Lar RNAi 40, con tal de observar cuál de estos dos genotipos 

era más efectivo en función de cuánto interferían a Lar (121). En las fotos obtenidas de microscopia 

(ver figura 6A) el genotipo SE obtuvo un brillo más intenso en el canal “LAR”. Este dato se respaldó 

gracias al cálculo del área y de la densidad de Lar en los gráficos (figuras 6B y 6C), de donde obtuvieron 

los valores más elevados superando al control (2,105,109). 

 

Figura 6. El anticuerpo anti PTPRD predicho en ratas logro identificar cambios de expresión en la proteína LAR 

en diferentes genotipos. Las fotos mostradas de la figura A) se seleccionaron a partir del promedio de las 

proteínas; en esta figura la imagen DAPI del control Yw muestra cómo el tinte azul usado para teñir el núcleo de 

las células, usa una mayor superficie. Y en la foto de LAR de este, la proteína Lar expuesta a los anticuerpos se 

visualiza en verde, lo que asegura la presencia de esta proteína. En la imagen siguiente HRP diferencia la 

membrana de las neuronas en rojo y finalmente MERGE es la superposición de todas las muestras expuestas 

anteriormente. En UAS Lar-SE, DAPI muestra un color más opaco, pero más brillante en LAR, mientras que su HRP 

indica una presencia leve pero más condensada; en MERGE estas dos últimas imágenes sobresalen del núcleo 

haciéndose más notables. En UAS Lar RNAi 34, DAPI muestra mayor superficie y un color más cercano al estándar, 

en LAR expone menos superficie y un color menos nítido, al igual que HRP que también muestra una falta de 

brillo, por lo que era esperable que MERGE mostrara a un DAPI más sobresaliente y un LAR y HRP apenas notados. 

En UAS Lar RNAi 40, DAPI muestra una menor superficie y un color opaco, LAR muestra tonos más oscuros y ocupa 

la misma superficie que DAPI, en HRP se visualiza menos superficie y un color opaco nuevamente, y en MERGE el 

LAR no es bien percibido en toda la imagen, siendo HRP el más distinguible.  
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En la figura B) el área de LAR (la cantidad de Lar que se encuentra desplegada en el espacio de las neuronas) 

muestra que el genotipo de sobreexpresión es el dato con el mayor valor superando al control estándar mientras 

que los genotipos de interferencia obtuvieron los menores valores.  

En la figura C) la densidad integrada de LAR (la masa de Lar contenida en el volumen entre las neuronas) tiene 

sus mayores valores en los genotipos de sobreexpresión.  

La figura D) mide el área de HRP, siendo el control estándar el de más alto valor. Se puede observar que uno de 

los ARNi iguala su valor, mientras que el otro ARN de interferencia presenta el valor más bajo.  

En la figura E) la densidad integrada de HRP, tanto como el genotipo control y como el de la sobreexpresión 

muestran valores muy similares, a la vez que ambos genotipos de interferencia poseen valores bajos (109). 

 

5.3. Las variaciones de PTPRD afectan a la morfología de los ojos de las moscas. 

En este experimento se utilizó el ojo de Drosophila como modelo para evaluar cambios en los patrones, 

forma, tamaño, simetría y pigmentación. Esto se hizo mediante el cruce de GMR-GAL4 con los 

genotipos yw, UAS Lar SE, UAS Lar RNAi 34 y UAS Lar RNAi 40, los que expuestos a diferentes 

temperaturas muestran un color diferente de ojo.  

Como se observa a una temperatura de 26º C, yw (control) (Ver figura 7) usado como un estándar 

presenta un rojo más brillante, mientras que en SE el exceso de Lar resulta en ojos de un color más 

oscuro y una forma más redondeada, y luego se ambos genotipos de Lar RNAi también evidencian un 

color más oscuro.  

Posteriormente se utilizaron las mismas moscas, pero criadas en una temperatura de 28º C para 

verificar si este factor genera cambios en el desarrollo de las moscas. El yw (control) usado presenta un 

rojo más oscuro, el SE presenta las mismas características que la temperatura anterior y los genotipos 

Lar RNAi 34 y Lar RNAi 40 tienen un color más claro comparado a la temperatura anterior. Todo esto 

parece indicar que la presencia de Lar parece afectar la interacción de GMR entre los diferentes genes, 

todo esto a raíz de la observación de las proteínas que conforman la pigmentación de los omatidios de 

Drosophila durante su desarrollo (100,102). 
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Figura 7. Alteraciones morfológicas del ojo bajo regulación de Lar. Fotos de la fisionomía óptica de los genotipos 

de GMR-GAL4 cruzados con un control (yw), un sobreexpresor de la proteína LAR (Lar-SE) y dos ARNi Lar 

(marcados como ARNi 34 y RNAi 40) siendo estas las réplicas biológicas, y las incubaciones a temperaturas de 

26ºC y 28ºC las réplicas técnicas. 

 

5.4. El déficit de la molécula Lar reduce significativamente la esperanza de vida de las moscas. 

Con la finalidad de comprender los cambios que traen las enfermedades neurodegenerativas durante 

el desarrollo se identificó, durante el experimento de sobrevida de Drosophila, el descenso temprano 

de las moscas expresando Lar-RNAi 40. Esto demostró la importancia de la función que cumple la 

molécula PTPRD a lo largo de su ciclo vital, siendo Lar-RNAi 40 el primero en sufrir muertes tempranas 

(ver figura 7), cuyo descenso fue observado a los 60 días de vida. El efecto de Lar-RNAi 40 fue mayor 

en comparación con Lar-RNAi 34, que se mantuvo constante con el control durante un conteo a lo largo 

de 100 días. Finalmente, la población de sobreexpresión del gen es la que presentó una mayor 

viabilidad antes de su descenso final, comparado con lo observado en el control estándar durante los 

90 días (104). Este resultado sugiere un importante rol biológico de parte de Lar para el sistema 

nervioso, ya que la pérdida de sus funciones acorta la vida de la población estudiada. 

Control Lar-SE Lar-RNAi 34  Lar-RNAi 40 

26° 

28° 
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Figura 8. Gráfico de sobrevida durante 100 días. Los genotipos utilizados demostraron diferentes esperanzas de 

vida, donde los genotipos control, Lar-SE y Lar-RNAi 34 obtuvieron un descenso de población a partir del día 90, 

mientras que el genotipo Lar-RNAi 40 obtuvo un descenso desde los 60 días, aunque aun así se mantuvieron 

algunos pocos ejemplares durante varios días más, acercándose a la duración de los otros genotipos (n=100 

moscas, ** P= 0,0057). El Lar-SE por otra parte muestra una leve pero significativa mayor durabilidad con respecto 

a la sobrevida de las moscas (n=100 moscas, *P= 0,0159). 

 

5.5. El déficit de Lar afecta la actividad motriz durante 50 días de vida.  

En este experimento se evaluaron los cambios en la actividad motriz de Drosophila durante 50 días. 

Para ello se evaluó la escalada de los genotipos durante los días n°10, 30 y 50 (Ver figura 9). Iniciando 

con el control (Figura 9E) que va cambiando a lo largo del tiempo, se pueden comparar los demás 

genotipos: la SE (Figura 9F) obtuvo valores constantes por tener mayor concentración de Lar durante 

30 días, pero tuvo una recaída al llegar a los 50 días llegando a tener un porcentaje de escalada más 

bajo que el control. Mientras que el RNAi 34 (Figura 9G), carente de Lar, muestra una escalada más 

cercana al valor del control, por lo que este genotipo no parece haber sido perjudicado en sus 

capacidades motrices, esto a diferencia de la escalada de las moscas de RNAi 40 (Figura 9H), quienes 

obtuvieron los resultados más bajos (105). Ante esto se concluyó que el déficit de Lar puede perjudicar 

las actividades motrices a corto plazo. 
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Figura 9.  Estos gráficos muestran los resultados de escalada de los primeros 10 a 50 días en los gráficos A), B) y 

C), mientras que D) ilustra la comparación general de los genotipos control, SE y los RNAi. Y bajo estos se grafican 

las diferencias existentes entre los diferentes puntos de tiempo. En la figura E) la escalada control muestra el 

descenso más significativo durante los días 30 (**P=0,0035) y 50 (****P<0,0001). 

En el gráfico de Lar-SE de la figura F) los datos de la escalada se han mantenido durante los primeros 30 días, pero 

tienen una recaída al llegar al día 50 (30 vs. 50 ****P <0,0001). 

En el grafico G) la escalada de LAR RNAi 34 tiene unas leves recaídas en el día 30 y 50 50 (10 vs. 50 *P=0,0239). 

Finalmente en el grafico H) se ve que la escalada de LAR RNAi 40 obtuvo los valores más bajos a lo largo de los 50 

días, y aunque evidenciara un leve ascenso al día 30, no fue algo significativo, por lo que los valores fueron 

catalogados como constantes a lo largo del tiempo. 

 

5.6. El déficit de Lar por parte del RNAi 40 afecta la actividad espontanea a los 50 días de vida. 

Se analizaron los cambios del ciclo sueño/vigilia en las Drosophila midiendo el rango de actividad de las 

moscas durante las fases claras/oscuras. Se identificó que los genotipos con RNAi (Ver figura 10A) 

obtuvieron los valores más bajos comparados al genotipo control, siendo RNAi 40 el valor más bajo en 

el ciclo diurno. Ocurre lo mismo en la fase oscura (Figura 10B y 10C), donde el RNAi 40 tiene el valor 

más bajo comparado con el control. De esto se puede concluir que el ciclo circadiano se ve afectado 

ante los cambios en los niveles de Lar (115–117) 

SO
LO

 USO
 ACADÉMICO



34 
 

 

Figura 10. Los gráficos indican la actividad espontánea de los diferentes genotipos en los ciclos de fase 

clara/oscura, utilizando el grafico del control como estándar. En la fase clara el control tiene niveles altos de 

actividad a inicios del ciclo, la cual va disminuyendo hasta las 6 horas, para luego subir levemente durante otras 

6 horas, mientras que en su fase oscura su actividad muestra valores bastante bajos. El grafico del genotipo Lar-

SE indica los valores más cercanos al control teniendo la varianza más elevada, mientras que los genotipos Lar 

RNAi 34 y 40 tienen valores más bajos en comparación al control, en especial el Lar RNAi 40 que fue el exponente 

más bajo. El grafico B) muestra de forma más generalizada de los valores de los genotipos comparados con los 

demás, siendo Lar-SE el que tuvo un pico más alto a principios de la fase clara superando al control, pero 

decreciendo de igual manera hasta llegar a la fase oscura. En el grafico C) se muestran los valores de los genotipos 

y la significancia de la diferencia entre niveles a través de asteriscos. 

 

5.7. Los cambios en la expresión de Lar no interfieren con los comportamientos de procreación. 

En este experimento se inicia la validación de la hipótesis, pues se observaron los cambios en el índice 

de fertilidad de los diferentes genotipos. Aquí los datos de viabilidad del total de la descendencia 

obtenida a partir del cruce de moscas Elav(x) con Lar RNAi 40 y la coexpresión (p) Tau + Lar RNAi 40 no 

muestran cambios significativos en la viabilidad de las Drosophilas, teniendo un valor casi equitativo al 

estándar (Ver figura 11A y 11B), sin embargo, no superó su porcentaje promedio de moscas debido a 

la cantidad de variables en su genotipo (87,118). 
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Figura 11. En el grafico A) se observan los valores de cada genotipo con el número de nacimientos obtenidos a 

partir del conteo de moscas adultas encima, siendo el genotipo (p)Tau + Lar-RNAi 40 el que btuvo la mayor 

cantidad de nacimientos, de 1444 (P value= 0,5680  para Control vs. (p)Tau + Lar RNAi(40)), mientras que la 

varianza más elevada fue del genotipo de Lar RNAi 40 (P value >0,9999  para Control vs. Lar RNAi(40) y (p) Tau 

siendo el valor más bajo con 1169 crías (p value= 0,9437 para Control vs. (p)Tau). 

Mientras, el gráfico B) de “viabilidad x genotipo” muestra la diferencia que hay entre los datos esperados contra 

los datos obtenidos sobre la cantidad de moscas (en porcentaje). Los datos observados se ilustran en color rojo y 

los datos esperados en color azul, los asteriscos indican el grado de significancia de la diferencia existente entre 

ambos tipos de datos. Los datos de la media son ****P value <0,0001, ns P value=0,5593, **P value=0,0072. 

 

5.8. La coexpresión (p)Tau + Lar RNAi 40 no muestra efectos negativos en la actividad motriz y 

espontanea.  

Se analizaron las escaladas de 10 días y la ctividad espontánea con el fin de observar las particularidades 

que presentaba el nuevo genotipo coexpresión (p)Tau + Lar RNAi 40. De entre los genotipos, (p)Tau + 

Lar RNAi 40 fue el único en alcanzar valores semejantes al control durante el experimento de escalada 

(Control vs. p-Tau; Lar RNAi 40, p>0,9999), además de obtener el valor más elevado de actividad 

espontánea durante la fase oscura (Control vs. p-Tau; Lar RNAi 40, p=0,0082).  

No obstante, aunque la actividad de esta coexpresión durante la fase clara fue la segunda más alta, el 

cambio no fue significativo; mientras, los genotipos Lar 40 (Control vs. Lar RNAi 40, p=0,0578) y (p)Tau 

(Control vs. p-Tau, p=0,1214) obtuvieron los valores esperados respecto a los roles que cumplen en el 

sistema nervioso. Adicionalmente, una comparación realizada entre (p)Tau y (p)Tau + Lar RNAi 40 
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durante la escalada indicó una notable diferencia en sus valores siendo la coexpresión el valor más 

elevado, mientras que ambos en su actividad espontanea poseen niveles similares (105). Aquí se logro 

hacer una observación importante: la anulación del déficit motor causado por (p) Tau co-expresado 

junto al Lar RNAi 40, sugiriendo el rol fundamental que puede tener esta proteína en la patogénesis 

causada por p Tau en el sistema nervioso.   

   

Figura 12. En el grafico A) se observa como el genotipo p)Tau + Lar RNAi 40 tuvo el mismo valor que el control 

llegando a no ser significativo (ns), comparado con los genotipos Lar RNAi 40 y (p) Tau tuvieron los valores de 

motricidad más bajos establecidos durante la escalada comparado con el control, cuyo grado de diferencia es 

señalado con asteriscos. 

En el grafico B) se ilustra la actividad espontanea en un curso de 12 horas; el control tomado como estándar fue 

el valor más alto, seguido de la coexpresión de p-Tau; luego de Lar RNAi 40, después de p-Tau y finalmente de Lar 

RNAi 40, aunque ninguno de estos datos fue significativo durante la fase clara (ns) dando a entender que la 

diferencia resultó nula, siendo ns P=0,2943, nsP=0,3771, nsP=0,2522. En la fase oscura p-Tau; Lar RNAi 40 

demostró un mayor valor superando al control. Señalado como Control vs. Lar RNAi(40) ns P=0,0578, Control vs. 

p-Tau ns P=0,1214, Control vs. p-Tau; Lar RNAi(40) **P=0,0082. 

 

5.9. La coexpresión de Tau + Lar RNAi 40 tiene mayor intensidad en la inmunofluorescencia de canal 

(p) TAU. 

El experimento de inmunofluorescencia de cerebros adultos de Drosophila en los lóbulos olfativos 

buscaba verificar cambios en las proteínas de p Tau, y se identificó durante el muestreo que la 

coexpresión de genotipos Lar 40/ Tau expone una mayor concentración de p Tau, pues esta proteína 
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abarcaba más área de pigmentación que los demás canales de TAU y GH146 (marcador de lóbulos 

olfativos) (Ver figura 13A).  

Respaldado en los gráficos (figura 13B), se observa en el canal del núcleo que el Lar 40 tiene el valor 

más bajo, Tau(p) está más cercano al valor del control y Tau (p) + Lar RNAi 40 tiene el valor más alto, 

superando al control. En p-TAU, el Lar 40 y Tau(p) están igualados, mientras que el valor del Tau (p) + 

Lar 40 fue el más alto. Finalmente en la intensidad de GH146, el Lar 40 y Tau(p) están igualados, 

mientras que al valor del Tau (p) + Lar 40 fue el valor más alto, nuevamente superando al control. 

Observando esto se puede determinar una relación entre p-Tau y Lar 40 en las neuronas olfativas, cuya 

inmunofluoresencia se ve incrementada por el déficit de Lar, pero sin afectar el numero células 

nerviosas  (107,108).  

Figura 13. En la figura A) están las fotos de los cerebros de moscas adultas bajo Imágenes de inmunofluorescencia 

centradas en p Tau y los lóbulos olfatorios de la mosca (GH146), observando las fotos del núcleo en azul, el “TAU” 

en verde, el “GH146” en rojo y el “merge” como una amalgama de los 3 canales anteriores. Los datos graficados 

en la figura B) indican el promedio de la intensidad de inmunofluorescencia de cada cerebro de los genotipos, la 

cantidad varía en cada caso en los canales del núcleo, en TAU y el GH146. La media en la intensidad de núcleo en 

el lóbulo olfatorio fue de *P=0,0241, ns P=0,9969, **P=0,0057, en la intensidad p-tau en el lóbulo olfatorio la 

media fue de ns P=0,7943, ns P=00,9940, ****P<0,0001 y en intensidad del GH146 en el lóbulo olfatorio fue ns 

P=0,0693, ns P =0,4724, ****P <0,0001. 
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6. DISCUSIÓN. 

En este trabajo se buscaba encontrar la importancia de PTPRD en las taupatías, evidenciando su 

estrecha implicancia en su relación con las moléculas de fosfatos, dicha relación dio paso a una serie 

experimentos que tenían como objetivo explorar una posible diana terapéutica para una enfermedad 

neurodegenerativa que ha afectado a una importante cantidad de personas a nivel mundial. 

Los resultados obtenidos con la experimentación de Western Blot y la cuantificación, a pesar de que 

las proteínas continuaron comprimidas en la membrana por estar poco tiempo en la electroforesis, 

mostraron que los anticuerpos para PTPRD reconocieron al Lar de las moscas en la membrana, lo que 

da un punto de inicio a los avances del experimento, lo mismo aplica para la inmunofluorescencia 

realizada, que fue refutada por los elevados niveles de Lar en el área y densidad obtenidos en los 

genotipos de SE, mientras que los genotipos de ARNi tenían niveles de Lar más bajos demostrando la 

similitud y funcionalidad de un anticuerpo mamífero aplicado en la fisiología de la Drosophila apoyado 

por la asimilación del anticuerpo de anti PTPRD en la proteína Lar. 

En las observaciones de la morfología de ojos, los ojos de las moscas pasaron por diferentes cambios 

en base a su coloración y forma, y aunque no se midió si Lar afectaba la funcionalidad de este órgano 

se tomó en cuenta que las diferencias de temperatura afectaron el desarrollo de la mosca. 

En la escalada, las moscas con SE tuvieron valores más elevados a diferencia de Lar RNAi 34 y  Lar RNAi 

40, dando a entender la importancia que tiene Lar a lo largo del desarrollo en el sistema nervioso.  

Mientras los resultados las moscas Lar RNAi 34 fueron valores bastante cercanos a los del control 

establecido, a diferencia de Lar RNAi 40, la cual demostró valores de escalada menores a la media 

durante 50 días, esta diferencia parece ser por una variabilidad en la expresión de los transgenes 

utilizados, generando diferencias de activación en los genotipos de las moscas (92,93). 

En la sobrevida se confirmó la importancia de Lar en los genotipos de RNAi Lar 40 al tener valores bajos 

con respecto a la esperanza de vida y en efecto fue el único genotipo cuyos genotipos sufrieron de 

muertes tempranas, esto implica que la importancia de Lar en el sistema nervioso permite un 

funcionamiento adecuado del sujeto. 

En la escalada de 10 días el valor de tau + RNAi 40 fue el valor más elevado en la gráfica casi igualando 

al control, caso bastante curioso considerando que se expuso en el mismo experimento el potencial 

negativo que tienen LAR RNAi 40 que interfiere con la producción de la PTPRD y (p)Tau que expresa 

Tau, que puede ser hiperfosforilado de humanos en moscas, sin embargo, la coexpresión de estos dos 

genotipos en las moscas obtuvieron valores bastantes cerca del control, a pesar de ello sus valores son 
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semejantes a los demás genotipos en el experimento de los ciclos sueño/vigilia, dado que ambos 

experimentos fueron realizados en un lapso de 10 días (45, 93). 

La inmunofluorescencia de los lóbulos olfativos identificó que la coexpresión tau + Lar 40 obtuvo los 

valores más altos en los datos de intensidad de fluorescencia de tau hiperfosforilado, en cada sección 

del cerebro (DAPI, (p)Tau y GH146), de este último su área estaba específicamente ligada a los lóbulos 

olfativos, esto da a entender que la coexpresión de tau + Lar 40 aumenta la cantidad de tau 

hiperfosforilado en el cerebro de la mosca, lo cual puede llegar a ser perjudicial a largo plazo, pues las 

moscas utilizadas tenían no más de 10 días. El conteo del número de moscas nacidas de cada genotipo 

cruzado se refistró teniendo replicas biológicas y replicas técnicas para obtener una medida de la 

fertilidad de los cruces. 
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7. CONCLUSIÓN. 

Para finalizar este estudio determinó los efectos de la proteína tirosina fosfatasa de receptor delta 

(PTPRD) en el desarrollo, mientras se observaba su relación con las taupatías. Los anticuerpos anti-

PTPRD utilizados en la cuantificación de proteínas (usados previamente en modelos mamíferos) 

resultaron ser compatibles con la proteína homologa, Lar, encontrada en las moscas D. melonogaster.  

En los experimentos realizados se encontró que los cambios en la expresión de Lar afectaron a las 

proteínas de pigmentación y a la forma de los ojos de las Drosophilas. El déficit de Lar durante el 

desarrollo reduce significativamente la esperanza de vida de las moscas, lo que llevó a una reducción 

de la actividad motriz, que fue medida durante la escalada y durante el estudio del ciclo circadiano.  

Para finalizar, a partir de las comparaciones hechas en el presente estudio sobre la relación de PTPRD 

con las taupatías en el sistema nervioso, se concluyó que la importancia de la PTPRD está sujeta a las 

condiciones fisiológicas del sujeto y a los niveles que presente a lo largo del tiempo (tal como se observó 

en los experimentos de vivencia y disección de adultos). Por esto su uso terapéutico contra las taupatías 

debe ser visto de forma cuidadosa y mesurada para no desencadenar problemas a largo plazo.  
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8. IMPLICANCIAS, RECOMENDACIONES Y/O PROYECCIONES FUTURAS. 

La PTPRD es una proteína que ha tomado interés por su relación con las taupatías, la experimentación 

de esta proteína usando moscas como modelo experimental puede ser un excelente método para la 

industria farmacéutica en la búsqueda de potenciales terapias para el tratamiento de estas taupatías, 

dado que las funciones que cumple PTPRD controlan de manera coordinada los niveles de fosforilación 

de las proteínas para los procesos celulares, como lo son el crecimiento, la diferenciación, la migración, 

la supervivencia y la apoptosis (45).  

Dicho esto, las estrategias para modular la proteína y usarlas con fines terapéuticos han sido temas de 

investigación importantes en el ámbito biomédico y como tal los avances de este estudio pueden 

ayudar a reducir las enfermedades neurodegenerativas retrasando sus efectos. Y para proseguir con 

este trabajo, la disponibilidad de tiempo y la constancia a la hora de sacar nuevos resultados es crucial 

para su continuación. 
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