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Resumen

Los sistemas de triqueas y glandulas salivares de Drosophila melanogaster han
sido utilizados como modelos para entender, desde un punto de vista celular y
molecular, como las células epiteliales se organizan en Organos tubulares de variadas
formas y tamafios. Durante el desarrollo embrionario de D. melanogaster las células que
forman las glandulas salivales y el sistema traqueal son sometidas a varios movimientos
coordinados para producir su reordenamiento espacial y temporal. Los distintos
movimientos celulares pueden ser regulados por procesos tales como la reorganizacion
del citoesqueleto de actina, del citoesqueleto de microtibulos y el transporte de
vesiculas, que son en su gran mayoria dependientes de la actividad de RhoGTPasas. La
actividad de las GTPasas, a su vez, es regulada por las proteinas GEFs (Guanine
exchange Factors) y GAPs (GTPase Activating Proteins).

En este seminario de titulo se propuso estudiar la participaciéon de una nueva
proteina GEF en Drosophila denominada RhoGEF3, dentro del desarrollo de los
organos tubulares glandulas salivales y trqueas, por lo tanto se formulé como
hipétesis que “la proteina RhoGEF3 esta involucrada en la tubulogénesis de glindulas
salivales y sistema traqueal en e! embrién de Drosophila”. Para abordar esta
hipétesis se plantearon los siguientes objetivos: (1) Determinar el efecto de pérdida de
funcion de RhoGEF3 sobre la formacién de glandulas salivales y triquea. (2)
Identificar in vivo la GTPasa activada por RhoGEF3. (3) Generar un anticuerpo a-

~ RhoGEF3 y analizar la localizacién de la proteina RhoGEFS3.
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Con el fin de abordar los objetivos (1) y (2) se utilizé el sistema GAL4-UAS
(Brand y Perrimon, 1993). Se analizd la pérdida de funcién mediante el silenciamiento
del gen rhogef3, el fenotipo asociado a la disminucion de la expresion de rhogef3 se
estudi6 a través de inmunofluorescencia indirecta, de la misma forma se procedid para el
andlisis fenotipico de la perdida de funcién de las RhoGTPasas. Este estudio reveld
que la proteina RhoGEF3 est4 involucrada en el desarrollo de las glandulas salivales y
del sistema traqueal, y ademds sugirié que Racl es la GTPasa blanco de RhoGEF3
dentro del proceso de formacion del sistema traqueal.

La creacion de un anticuerpo que contempla el objetivo (3) se levd a
cabo gracias a la purificacién de una proteina recombinante, la cual contenia un
fragmento de RhoGEF3 fusionada a GST. La proteina fusién nos permitié generar un
anticuerpo que reconoce la proteina RhoGEF3 mediante Western blot. En
experimentos en curso nos encontramos en la optimizacion de este anticuerpo para el
reconocimiento de la protefna nativa y de esta manera realizar un estudio més profundo

de Ia foncion de RhoGEF3.
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Intreducecion

La organizacién de estructuras tubulares es un proceso conservado del
desarrollo de distintos organismos, desde insectos hasta mamiferos. En mamiferos
adultos los drganos tubulares incluyen el sistema respiratorio, vascular, digestivo y
excretor, y también 6rganos secretores como péncreas, prostata, glandulas salivales y
mamarias. Muchas de estas estructuras son homélogas en Drosophila melanogaster,
por lo tanto, el estudio de la tubulogénesis en este modelo nos puede ayudar a
comprender los distintos procesos morfogenéticos involucrados en el desarrollo de
érganos tubulares en organismos mas complejos.

Para conocer en mayor profundidad el desarrollo de las estructuras tubulares,
nos centraremos en las glandulas salivales y en el sistema traqueal de Drosophila
melanogaster con el fin de analizar la formacién de un organo tubular no
ramificado y ramificado, respectivamente. Ambos Organos comienzan a diferenciarse
en el mismo estado de desarrollo embrionario a partir de grupos de células
epiteliales, las cuales a través de cambios coordinados de forma, reordenamiento

espacial y migracion inician la formacion de las estructuras tubulares.

1. Morfogénesis de glindulas salivales y triqueas en D. melanogaster.

1.1. Glandulas salivales.

Las glandulas salivales son un érgano relativamente simple, que consta de dos
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tubos secretores, los cuales se unen mediante sus ductos salivales para formar un
ducto comiin, generando un 6rgano en forma de “Y™.

Las glandulas salivales se forman durante la embriogénesis a partir de un
grupo pequefio de células epiteliales ubicadas en el ectoderma ventral del
parasegmento 2, esta ubicacion es determinada por un complejo transcripcional,
codificado por los genes de expresion ventral Sex combs reduced (Scr), extradenticle
(exd) and homothorax (hth), entre los cuales la expresion de scr estd restringida
espacialmente al sector ventral del parasegemento 2 (Henderson y Andrew 2000;
Abramsy cols. 20603). Dos grupos de aproximadamente 100 células cada umo
ubicadas lateralmente en este primordio de células epiteliales originaran los tubos
secretores, mientras que 55 células de la porcion central del primordio formaran los
ductos salivales (figura 1), estos destinos son mediados por una fina regulacién

morfogenética (Kuo y col. 1996; Haberman y col. 2003; Kerman y col., 2006).

Durante el estadio 10 de la embriogénesis, las células laterales del primordio
se alargan en el eje apical-basal cambiando su forma de cuboidal a columnar para
formar las placodas precursoras de los tubos secretores (figura 1, Abrams y col., 2003).
Las células de las placodas experimentan un proceso altamente regulado, que
* coordina la constriccion apical de actomiosina y la migracién nuclear hacia la
region basal, para cambiar la forma celular de columnar a piramidal lo que impulsa
la invaginacion de este grupo celular (Pirraglia y Myat 2010a). Concomitante con la
invaginacién, las células glandulares entran en un ciclo especializado, el endaciclo

(endoreplicacion), en el cual ciclan entre la fases G y 8, provocando que el niimero de
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células no varié durante el desarrollo del 6rgano, por lo tanto la formacién de las
glandulas salivales depende solo del cambio de forma y del tamafio celular (Smith y

Orr-weaver 1991).

@.,.,,,C

~~ .
! ..,,Q

Estado

CVMC

Estado 13

l| Enado 14

Figura 1: Desarrollo de las glindulas salivales. La ilustracion muestra
los cambios y procesos que son sometidas las células para la formacion
del organo salival, desde el estado 10 hasta el estado 14. De color
amarillo se indican las células que dan origen al ducto salival y en verde
se indican las células que forman las glandulas secretoras (Abrams y
cols. 2003).
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El proceso de internalizacion de las células de la glandula salival culmina en el
momento que la region mas distal del tubo entra en contacto con las células
mesodermales, hecho que ocurre en el estado 12 del desarrollo embrionario y que
da lugar a la migracion de Ia glandula hacia el extremo posterior del embrion
(Bradley y col, 2001, 2003). Contemporaneo con la internalizacion y migracion de las
células, se inicia la elongacion del lumen de la glandula salival, a través de un
mecanismo que involucra la generacién de membrana apical mediante dos procesos,
uno involucra la agregacidn directa de lipidos a la membrana mediante transporte de
vesiculas hacia el extremo apical (Myat y Andrew, 2002; Abrams y col.,, 2003;
Pirraglia y Myat, 2010a), y el otro proceso implica la formacién y disolucién
dindmica de las uniones adherentes entre las células salivales (Pirraglia y Myat,

2010b).

1.2. Sistema traqueal en D. melanogaster.

El sistema traqueal es el drgano respiratorio de Drosophila melanogaster. Es
una red tubular epitelial que tiene su enirada en los espirdculos y provee oxigeno a
todos los tejidos del organismo. Durante el estadio 10 de la embriogénesis el
sistema traqueal inicia su formacién a partir de 10 pequefios grupos de
aproximadamente 40 células situadas a ambos lados del embridn, estos primordios
se ubican desde el segmento tordcico 2 hasta el segmento abdominal 8. Mediante
una serie de movimientos celulares coordinados, las células epiteliales de los

primordios contraen su extremo apical y se invaginan, en un proceso similar al
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descrito para las células de las glandulas salivales. Al momento de invaginarse, las
células traqueales entran en su ultimo ciclo mitético. Una vez internalizadas las
células, forman pequefios sacos epiteliales de 80 células cada uno, generando un
sistema traqueal de 1600 células, ya que la formacion de la red traqueal se debera
exclusivamente a los cambios de forma y tamafio de estas células (Kerman y col.,
2006).

Los actividades coordinadas de los factores de tramscripcion temprano
regulan la expresion del gen breathless (brl), el cual codifica para un receptor de
Fibroblast Growth Factor (FGF), esencial para la migracién celular dentro del
desarrollo del sistema traqueal. Una vez que las células traqueales se han
internalizado formando los sacos traqueales, pequerfios grupos de células en distintas
posiciones dentro de los sacos inician la migracidén para formar las principales ramas
del sistema traqueal. En este proceso, las células de la traquea generan filopodios
hacia las células no traqueales que producen el ligando Branchless (Bnl), ligando
de tipo FGF. Las células que dirigen esta migracion son las que reconocen el ligando
Bnl siendo conocidas como las células de la punta, la cuales en ¢l momento de la
migracion arrastran consigo las demas células traqueales en un proceso de intercalacion
celular (Caussinus y col., 2008). Este proceso se inicia a partir de un brote de
ramificacion, dirigido por las células de la punta, formado por un tubo
compuesto por células organizadas en pares a lo largo del eje de este brote (figura
2A). Luego cada célula forma una primera unién autoadherente en un punto situado en
los extremos opuestos con respecto a su par a lo largo del eje proximal-distal, a

medida que progresa la formacién de estas uniones las dos células parecen
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deslizarse una sobre otra e intercalarse (figura 2B, Ribeiro y col, 2004).
Posteriormente, el lumen de los tubos del sistema traqueal se expande de manera
uniforme gracias a la secrecion controlada de quitina hacia el lumen, y luego que
los tubos traqueales han alcanzado la madurez, la matriz basada en quitina es

removida del lumen traqueal (Affolter y Caussinus, 2008).

A

Figura 2: Migracion e intercalaciéon celular. (A) Migracion celular dirigidas
por las células de la punta (CP) desde un brote traqueal que dara origen a un
brazo traqueal (Samakovlis y col.,, 1996). Esta migracion provoca la
intercalacion celular (B), la cual muestra como progresan las uniones
autoadherentes en las células traqueales (flechas) (Ribeiro y col. 2004)
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La migracion traqueal es un proceso que se inicia una vez formado los
sacos traqueales donde las células se dirigen hacia direcciones que tienen un patrén
bastante estereotipado, para formar las principales ramas de la red tubular traqueal
(figura 3). La arteria mayor de la triquea es el tronco dorsal (DT), el cual
conecta todos los segmentos traqueales (o metdmeros) a lo largo del eje anterior-
posterior del embridn. Una conexion mas fina entre todos los metimeros se forma
mas lateralmente y es denominada como tronco lateral (LT). El conectivo fransverso
(TC) conecta el DT y LT dentro de cada metimero. Adicionalmente, dentro de cada
segmento traqueal surgen otras brazos principales, dentro de los cuales se incluyen el
brazo dorsal (DB) que migra dorsalmente para proveer de oxigeno a las células
ubicadas en la seccidén dorsal del embrién; el brazo ganglionar (GB), el cual migra
ventralmente para suministrar oxigeno al sistema nervioso central de Drosophila; y
el brazo visceral (VB) que se forma de la mayoria de los metimeros que migra
internamente para oxigenar las visceras del embrién. Finalmente, la red tubular del
sistema traqueal estd constituida por cuatro tipos de tubos, tipo I, II, I y IV, que se
diferencian por el ntimero de células que cubren el lumen y por el didmetro del tubo

(Kerman y col., 2006).



Estado 11 Estado 12 Estado 12 Estado 14 Estado 15
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Figura 3: Desarrollo del sistema traqueal de D. melanogaster. (A)
Migracion de las células de la punta para formar los distintos brazos
traqueales del sistema. En el estado 14 se indica con una flecha la fusion del
DT. En el estado 15 se indica con una cabeza de flecha la fusion de los DB
y de los LT (Samakovlis y col., 1996). (B) Desarrollo de la traquea, desde el
estado 11 donde se forman los sacos traqueales hasta el estado 16, en el cual
el sistema traqueal estd practicamente formado en su totalidad (Flybase).
Tronco dorsal (DT), tronco dorsal anterior (DTa), tronco dorsal posterior
(DTp), tronco lateral (LT), tronco lateral anterior (LTa), tronco lateral
posterior (LTp), conectivo transverso (TC), brazo dorsal (DB), brazo
ganglionar (GB), brazo visceral (VB).



2. Funcion de las GTPasas en la morfogénesis tubular.

Los cambios de formas y movimientos celulares durante el desarrollo de
D. melanogaster se deben a la reorganizacion del citoesqueleto de actina. El control
de la organizacién de los filamentos de actina en estructuras especializadas de la
célula depende de la actividad de la familia de las RhoGTPasas: Rho, Rac y CDC42
(Jaffe y Hall, 2005). Estas proteinas ciclan entre un estado inactivo (unido a GDP)
y un estado activo (unido a GTP), en el cual interaccionan con diferentes efectores
para realizar las distintas funciones celulares. Las proteinas responsables del estado
de activacion de las Rho(GTPasas son: los GDIs (Guanine nucleotide Dissociation
Inhibitors), los cuales capturan a la RhoGTPasa en su estado inactivo, los GAPs
(GTPase Activating Proteins), los que estimulan la actividad intrinseca de las
GTPasas, y finalmente las GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factors), los cuales
facilitan el intercambio de GDP por GTP, favoreciendo asi la activacién de las
RhoGTPasas (Schmidt y Hall, 2002).

Durante la tubulogénesis embrionaria las GTPasas regulan varios de los
procesos morfogenéticos que sustentan la diferenciacion de las glandulas salivales y de
la traquea. Es asi como Rhol dirige la constriccién apical de las células de las
glandulas salivales (Xu y col., 2008) y del sistema traqueal (Brodu y Casanova,
2006), promoviendo su invaginacién. Por otro lado, las Rac GTPasas, Racl, Rac2 y
Mtl estan involucradas en Ia reorganizacion de las uniones células-células mediadas
por E-cadherina, afectando la migracion celular durante el desarrollo de las glandulas

salivales (Pirraglia y col., 2006; Pirraglia y Myat, 2010;), v en el desarrollo del
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sistema traqueal participan tanto en Ia migracion como en la intercalacion celular
(Chihara, 2003). Por su parte, Cdc42 controla el tamafio del lumen de las glandulas
salivales a través de un mecanismo que involucra la endocitosis de E-cadherina
(Pirraglia y col., 2010), y ademas Cdc42 esta involucrada en la extension de filopodios

durante el proceso de migracion del sistema traqueal (Wolf'y col., 2002).

3. RheGEF3 un nuevo GEF en Drosophila melanogaster.

La capacidad de las RhoGTPasas de participar en distintos procesos
morfogenéticos indica la existencia de un mecanismo que permita regular espacial
y temporalmente Ia actividad de estas proteinas. La regulacién fina de las RhoGTPasas
es responsabilidad de las proteinas GAPs y GEFs, las cuales permiten la
activacion de diversas vias de sefializacion. Se han identificado 22 genes que
codifican potenciales RhoGEFs (FlyBase), de las cuales solo cuatro han sido
funcionalmente caracterizadas en el desarrollo, demostrando la relevancia de
profundizar en el estudio de estas proteinas durante la morfogénesis de Drosophila
melanogaster. En un trabajo previo del laboratorio {Zifliga y col, 2009) se
identificé el gen rhogef3 que codifica para un intercambiador de nucledtidos de
guanina o GEF. La proteina RhoGEF3 presenta varios dominios conservados como
DH (Dbl Homology Domain), que defina la especificidad de la protefna por una o
mas GTPasas; PH (Pleskstrin Homology Domain) que reconoce y se une a
fosfolipidos, definiendo la localizacién subcelular de la proteina; y SH3 (Sarc

Homology Domain), dominio que estd involucrado en la interaccién proteina-
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proteina. Ademds se demostré que en células S2R+ de Drosaphila, RhoGEF3 es
necesaria para la correcta formacién de lamelipodios, lo que sugiere que su funcién
seria regular Ia GTPasa Racl. Ademas, mediante ensayos de hibridacién in situ se
detectd la presencia de transcritos del gen rhogef3 en glindulas salivales y sistema
traqueal durante los estadios 15-16 del desarrollo embrionario de Drosophila,

sugiriendo la presencia de la proteina RhoGEF3 en estos 6rganos.

HIPOTESIS.

La proteina RhoGEF3 est4 involucrada en la formacion de las glindulas salivales

y del sistema traqueal durante el desarrollo embrionario de Drosophila melanogaster.

Objetive General.

Determinar la funcién de la proteina RhoGEF3 en la tubulogénesis de
Drosophila melanogaster, usando como modelo las glandulas salivales y el sistema

traqueal.

Objetivos Especificos.

1. Determinar el efecto de pérdida de funcién de RhoGEF3 sobre la formacion de
glandulas salivales y traquea.

2. Identificar in vivo la GTPasa candidata para ser activada por RhoGEF3.

3. Generar un anticuerpo ¢-RhoGEF3 y analizar la localizacién de la proteina

RhoGEF3 en D. melanogaster.



Materiales y Métodos

1. Materiales
1.1, Cepas de Drosophila melanogaster.

Se utilizaron cuatro cepas de D. melanogaster que expresan RNAs de doble
hebra (dsRNA) disefiados para silenciar el gen rhoge/3, estas fueron:

i. w3 P{GD7547}v31718 obtenida de Vienna Drosophila RNAi Center

(VDRC).

ii. NIG1225R-2 de Fly Stocks of National Institute of Genetics (NIG — FLY).

ifi. y' v'; P{TRiP.JF01153}attP2 proveniente de Bloomington Drosophila Stock
Center.

iv. y' v!; P{TRiP.JF01154}attP2 de Bloomington Drosophila Stock Center.

Todas estas cepas de Drosophilas expresan dsRNAs dirigidos contra
diferentes regiones exdnicas de rhogef3 bajo el control del sistema GAL4-UAS (Brand
y Perrimon 1993).

Las siguientes cepas fueron obtenidas de la coleccién de Bloomington
Stock Center de 1a Universidad de Indiana, Estados Unidos:

i. w¥* P{GawB}332.3: dirige la expresion de GAL4 en glandulas salivales y
amnioserosa.

ii. w*; P{GAL4-btl.S}2, P{UASp-Act5C.T:GFP}2: dirige la expresion del factor de
transcripcién GAL4 en células traqueales y ademés expresa la proteina de fusion

actina-GFP en células traqueales.

-12-
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iii. w* P{UAS-lacZ.B}Bgd-2-4b: expresa el gen lacZ bajo la direccién de la

secuencia UAS.

v. v ow P{UAS-Rac1.L.89}6: expresa el dominante negativo RaciL89 bajo el
promotor UAS,

v. y' w*; P{UAS-Racl.N17}1: expresa el dominante negativo RacIN17 bajo el
promotor UAS.

vi. w¥, P{UAS-Cdc42.F89}3: expresa el dominante negativo Cdc42F89 bajo el
promotor UAS.

vii, wW¥; P{UAS-Cdc42.1.89}4: expresa el dominante negativo Cdc42L89 bajo el
promotor UAS.

viii. w¥*; P{UAS-Cdc42.N17}3: expresa el dominante negativo Cdc42N17 bajo el

promotor UAS.

1.2. Vectores.

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron los siguientes vectores:
i, pGEMT-Easy (Promega): vector que contiene los promotores SP6 y T7
flanqueando la region de clonamiento y una secuencia que codifica para la
enzima (-lactamasa que confiere resistencia a Ampicilina. Este fue utilizado para

clonar productos de PCR en los procesos de subclonamiento,

ii. pGEX-6P1 (General Electric HealthCare): vector de expresién em bacterias.




iii.

1.3.
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Contiene un sitio de multiclonamiento en la regidn correspondiente al C-terminal
de GST (Glutatién S-Transferasa), permitiendo generar una protefna de fusién a
GST, cuya expresion es inducible por isopropil-B8-D-1-tiogalactopirandsido
IPTG).

pGIBS-LYS: Adgquirido en American Type Culture Collection (ATCC, cat.
#87482,). Derivado del vector pBluescript I KS+, posee un marcador de
seleccion ampR y un origen de replicacion pMB1, fl. El gen posee en su extremo
una secuencia de poliA agregada artificialmente y un sitio de unién para la RNA

polimerasa T3. Fue utilizado en la sintesis in vitro del RNA de Lisina.

Partidores.

* (Clonamiento de rhogef3.

Los partidores para realizar el clonamiento se encuentran en la Tabla 1. Se

muestran los partidores que fueron usados para clonar la secuencia nucleotidica que

codifica para el extremo amino y carboxilo de la proteina RhoGEF3 de D. melanogaster.

Tabla 1: Partidores utilizados en el proceso de clonamiento del gen rhogef3.

Partidor Secuencia

Amino

DmRhoGEF3-513 5’-ATGATGGAATTCATGGTTACATATCACTTTCGGTC-3’

DmRhoGEF3-al6 5’-TCATCACTCGAGACTATCGCTGTCGCTATCCTC-3’

Carboxilo

DmRhoGEF3-s14 5’-ATGATGGAATTCCTATACGTATCAGAGATGACTG-3’

DmRhoGEF3-al7 5’-TCATCACTCGAGCGCTGAGGAGCTGTCCGTTG-3°
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* PCR cuantitativo (gPCR).
Los partidores para realizar el PCR cuantitativo (qPCR) se encuentran en la
Tabla 2. En esa tabla se muestran la pareja de partidores 1 y 2, P1 y P2

respectivamente, partidores que reconocen diferentes regiones del gen rhogef3.

Tabla 2: Partidores utilizados en la realizacién del gPCR para rhogef3.

Partidor Secuencia Tm (°C)
DmRhoGEF3RT-s1 5-CATACCCTCGAGCCCTGA-3’ 56
A~
DmRhoGEF3RT-al F-ACCGTCTGTATCGTITCCCT-3’ 56
DmRhoGEF3RT-s2 5-GTGCTCGCTTCTTCCTGC-3’ 56
Al
DmRhoGEF3RT-a2 5°-AGATGAAGTGGCTCCGCTT-3’ 56

1.4. Cepas Escherichia coli.

Se utilizaron las siguientes cepas de bacterias para el desarrollo de esta tesis

i. DH5a (Invitrogen, F @80lacZAMI15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl

hsdR17 k", mk ") phoA supEA4 A- thi'] gyrA96 relAl) de Escherichia coli.
Esta cepa contiene un marcador (@80lacZA MI15) que prove
complementacion al gen de la B-galactosidasa presente en el vector pGEMT-

Easy, permitiendo ia identificacién por color de las colonias transformantes

positivas.
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ii. BL21 de Escherichia coli. Esta cepa fue utilizada para la expresion de proteinas
recombinantes ya que carece de proteasa lon y de la proteasa de membrana
externa ompT, que podrian degradar proteinas recombinantes durante su

expresion.

2. Meétodos.

2.1. Colecta de embriones e inmunofluorescencia.

Los embriones D. melanogaster fueron ovopositados en una placa de agar al
2% en jugo de uva y extraidos de la placa con solucion PBS (Buffer de Fosfato
Saline, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM NazHPO4+7H20, 1,4 mM KH2POq4, pH
~7,3) conteniendo 0,05% v/v Tritén (PBST). Los embriones fueron descorionizados
con 50% viv de hipoclorito de sodio comercial (Clorox) em PBST vy
desvitelinizados con 0,05 M EGTA en metanol 100%. Los embriones fueron fijados
con una solucion de heptano: PEM (0,1M Hepes pH 6,8, 0,001M EGTA, 0,001 M
MgClz): 37% Formaldehido (Merck) en una razén de 3:3:1. Los embriones se
almacenaron en metanol 100% a -20°C. Para realizar la inmunofluorescencia los
embriones fueron rehidratados con PBST, se bloquearon con BSA (suero de
albumina bovina) al 5% p/v en PBST. Luego los embriones se incubaron con los
anticuerpos primarios a-Crumbs (1:50), o-f-galactosidasa (1:250), ambos anticuerpos
fueron obtenidos de Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB), y o- GFP
(1:500), proveniente de Invitrogen. Todos estos amticuerpos fueron diluidos en una

solucién con BSA al 5% p/v en PBST, durante 16 horas a 4°C en agitacién. Se
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utilizaron los anticuerpos secundarios c-rabbit 488 (1:800) y a-mouse Cy3 (1:800),
ambos anticuerpos provenientes de Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.
Ademias se utilizd To-pro (1:250, Invitrogen), molécula que se une al DNA, los
anticuerpos secundarios y el To-pro fueron diluidos en una solucién con BSA al 5%
p/v en PBST. Los embriones fueron montados en un medio mévil, el cual consiste en
glicerol y 2 M Tris pH 8,8 en una razéon de 9:1. Este medio de montaje nos
permiti0 orientar los embriones para obtener una mejor imagen de la
inmunofluorescencia.

Finalmente las preparaciones de inmunofluorescencia de embriones fueron
examinadas en el Microscopio Confocal Zeiss LSM 510 Meta, las imdagenes
fueron adquiridas con el software LSM Examiner (Zeiss) y tratadas con los programas

Image] y Adobe Photoshop CS.

2.2. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA.

El RNA total file extraido desde 100 pl de embriones homogenizados en 1 ml
del reactivo TRIzol® (Ambion). Luego de agregar 250 pul de cloroformo, la
mezcla fue sometida a agitacion y centrifugada a 13.000 revoluciones por minuto
(rpm) por 15 min a 4°C, y el RNA presente en la fase acuosa fue rescatado. El
RNA total se precipito usando un volumen de isopropanol, seguido de una
centrifugacion a 13000 rpm por 15 min a 4°C. El RNA precipitado se lavé con etanol
75% frio, centrifugando a 13000 rpm por 15 min a 4°C, finalmente el RNA fue

resuspendido en 20 pl de agua libre de nucleasas. Se obtuvo un rendimiento
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promedio de 5,80 pg/ul para embriones controles y de 10,11 pg/pl para embriones
tratados con dsRNA contra rhogef3. Todas las muesiras fueron llevadas a una
concentracion final de 500 ng/pl.

La sintesis de ¢cDNA se llevé a cabo utilizando la transcriptasa reversa del
virus de lencemia murina Moloney (M-MLV RT, Promega) con 0,5 pg de partidores
oligo dT 15 primers (Promega). La retrotranscripcion se realizé a partir de 2 pg de
RNA total, ademads a esta reaccion se le agreg6 antes de comenzar 0,2 pg de un RNA
spike poliadenilado (Lisina proveniente de Bacillus subtilis), el cual nos permitird
normalizar los datos. Se obtuvo una concentracion final de 0,99 pg/pl desde RNA
de muestras control, y una concentracion de 1,16 pg/pl de cDNA desde muestras
tratadas con dsRNA. Ambas muestras fueron llevadas a una concentracién final de 200

ng/pl. La cuantificacion de los dcidos nucleicos fue realizada en el equipo Nanoquant.

2.3. PCR cuanfitative en tiempe real (RT-qPCR).

Para las reacciones de amplificacion mediante gPCR se utilizd el sistema
LightCycler® FastStar DNA Master SYBR Green I en un equipo LightCycler®
2.0 Instrument (Roche). Cada reaccion fue realizada mezclando 200 ng de ¢cDNA, 0,5
uM de cada partidor, 1 pl. de FastStart Reaction Mix SYBR Green I, 1 pL. de 25
mM de MgClz, en un volumen final de 10 pl.. EL programa de amplificacion
consistié en una etapa de activacion a 95 °C por 10 min, seguida de 40 ciclos de
amplificacién que consistian en 2 s de desnaturalizacion a 95 °C, 10 s de

alineamiento a la temperatura adecuada para cada pareja de partidores y una
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extension de 15 s a 72 °C. Los niveles de expresion relativa fueron calculados a partir
de los crossing points (Cp) en un nivel constante de fluorescencia y la eficiencia (E)
de los partidores, utilizando el modelo de cuantificacién relativa segin Pfaffl, 2001.
Brevemente, a partir de los valores de E*? de la muestra problema y del control, ambos
normalizados por los valores de EP obtenidos para el spike lisina, se obtienen las

variaciones relativas entre las condiciones comparadas {ecuacion 1).

Espike

Eenacién 1 o

Emuestr @

2.4. Preparacion y transformacion de células competente.
2.4.1, Preparacién de células competentes.

En 100 ml de medio LB (Lysogeny Broth, 10 g/l Triptona, 5 g/l extracto
de levadura, 10 g/l NaCl) se inocularon 4 ml de células E. coli BL 21 crecidas por 16 h
a 37°C. Una vez que el cultivo alcanzé una densidad optica (OD) entre 0,4 —
0,6, se centrifugd por 15 min a 2.500 rpm. Las células fueron resuspendidas en 50 ml
de 0,1 M CaCl; frio, luego se incubaron en hielo por 30 min. El cultivo se centrifugd
por 15 min a 2.500 rpm y el pellet celular fue resuspendido en 3 ml de 0,1 M
CaCls: glicerol en razon 7:3, frio. Finalmente se generaron alicuotas de 30 pl que

fueron guardadas a -80°C.




-20-

2.4.2. Transformacion bacteriana.

Para la transformacion quimica, 30 pl de células competentes fueron
transformadas con 120 ng de DNA plasmidial a 4°C por 30 min, luego de los
cuales fueron incubadas a 42°C por 45 s y sumergidas inmediatamente en hielo por 5
min. Se agregé 1 m! de medio LB y las células fueron incubadas a 37°C con
agitacién vigorosa por 1,5 h, y luego fueron sembradas sobre placas de medio LB-

Agar al 2% p/v suplementado con Ampicilina a una concentracién final de 50 pg/ml.

2.5. Extraccion de DNA plasmidial.

Miniprep: Tres mL de bacterias crecidas 16 h a 37 °C en medio LB fueron
centrifugados, el sobrenadante fue descartado y las células fueron resuspendidas en 200
pL de solucién 1 (56 mM Tris, 10 mM EDTA), luego las bacterias fueron lisadas
agregando 200 pL de solucién 2 (1% p/v SDS, 0.2 M NaOH), neutralizadas con 200
uL de soluciéq 3 (3M KCH3CO3, 11.5 % v/v CH3COOH) y finalmente centrifugadas
a 13.000 x g por 15 min. El sobrepadante se mezclé vigorosamente con 600 pL de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico en una proporcion 25:24:1, y se centrifugd a
13.000 x g por 10 min, la fase acuosa rescatada fue mezclada vigorosamente con 420
pL de isopropanol y centrifugada a 13000 x g por 10 min. El precipitado fue lavado
con 1 miL de Etanol al 70% v/v y centrifugado a 13000 x g por 10 min. El etanol
fue descartado y el DNA fue resuspendido en 30 pl. de agua. El RNA fue

degradado adicionando 1 pl. de RNAsa A 10 mg/mL e incubado a 37°C por 30

min. Las muestras fueron analizadas mediante electroforesis en geles de agarosa.
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2.6. Electroforesis de DNA.

Todas las electroforesis de DNA se llevaron a cabo en geles de Agarosa al
1% p/v en solucién TAE (40 mM Tris, 1.1% v/v Acido Acético, 2 mM EDTA)
conteniendo una concentracién final de 0,5 pg/ml de bromuro de Etidio (EtBr). Para
las mediciones de tamafio y masa fue utilizado el estindar 1 Kb Gene Ruler

(Fermentas).

2.7. Expresion y purificacion de proteinas recombinantes.
2.7.1. Expresion de proteina fasién a GST

Se clonaron fragmentos nucleotidicos correspondientes a los extremos amino
y carboxilo terminal de la proteina RhoGEF3 en el vector pGEX-6-P1. Los vectores

fueron transformados en la cepa E. coli BL21.

En 10 mi de medio LB suplementado con Ampicilina 50 pg/fml (LB-Amp)
se inocularon 200 pl de un cultive crecido por 16 h en medio ILB-Amp a 37 °C. Las
células se dejaron crecer hasta alcanzar un OD entre 0,6 - 0,7. Con el fin de
determinar el tiempo requerido para inducir la expresion de RhoGEF3 recombinantes
se agregé IPTG z una concentracion de 1 mM y luego de 1, 3, 5 y 16 h de cultivo a
37°C con agitacién a 140 rpm, Ias células fueron centrifugadas por 5 min a 9000 rpm.

El pellet celular fie resuspendido en 1 ml de PBS y se agreg6 una mezcla de

inhibidores de proteasas (Halt* Protease Inhibitor Cocktails, Thermo Scientific). Las
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células fueron lisadas mediante sonicacion y fraccionadas en un gel de SDS-PAGE.
Una vez confirmada la induccion, se generaron fracciones solubles e insolubles para
analizar la presencia de la proteina fusion a GST en las distintas fases de preparaciony
en cada tiempo de induccién. Una vez inducida la expresion de la proteina
RhoGEF3 recombinante, las células se sonicaron para provocar la lisis celular y luego
se incubaren con iriton a una concentracion final de 1% v/v por 30 min a 4°C.
Posteriormente se centrifugaron a 12.000 x g por 10 min a una temperatura de 4°C, el
sobrenadante fue recuperado y traspasado a un tubo nuevo (fase soluble), por otro
lado, el precipitado fue resuspendido en un volumen de buffer PBS equivalente al del
sobrenadante (fase insoluble). Ambas fases (soluble e insoluble) fueron fraccionadas y

analizadas en un gel de SDS-PAGE.

Con el fin de determinar Ia concentracion optima de IPTG se procedié de
manera similar utilizando 0,1, 0,2, 0,5, 0,8 y 1,0 mM de IPTG por un periodo de 5

h de induccion.

2.7.2. Solubilizacion de proteina fusion a GST.

Las condiciones optimas determinadas en el paso anterior fueron 5 h de
induccion con 0,1 mM de IPTG. El cultivo se centrifugé a 9000 rpm por 5 min y
las células fueron resuspendidas en buffer STE (10 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl,
ImM EDTA) suplementado con lisozima a una concentracién de 0,67 mg/ml e
incubadas 15 min en hielo. Se agregé 5 mM de Ditiotreitol (DTT), inhibidores de

proteasas (Halt* Protease Inhibitor Cocktails, Thermo Scientific) y sarkosyl en
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distintas concentraciones, 0%, 0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0%, 3,0% v/v en buffer STE, para
determinar la condicién optima. Las células fueron lisadas mecdnicamente mediante
sonicacion, centrifugadas por 10 min a 13.000 rpm. Tanto la fraccién sobrenadante
como el pellet fueron analizados mediante un gel de SDS-PAGE. La proteina GST-
RhoGEF-NH; se solubilizé con 1,5% v/v de sarkosyl y la proteina GST-RhoGEF3-

COOQOH con 1,0% v/v de sarkosyl.

2.7.3. Purificacion de la proteina de fusion a GST.

Las proteinas de fusion a GST soluble, GST-RhoGEF-NH: y GST-
RhoGEF3-COOH, fueron purificadas por cromatografia de afinidad mediante una
resina de Glutatién-Agarosa (Sigma). Las proteinas solubles se incubaron con 1 ml de
resina durante 45 min a 4°C con agitacion, permitiendo la unién del extremo GST de
la proteina fusién a la Glutation-Agarosa. Luego, la fase mévil de la cromatografia fue
eliminada de la resina y fue lavada con PBS 4 veces por 10 min con agitacion
suave, proceso en el que se eliminan las moléculas que no presentan afinidad al
glutation presente en la resina. Posteriormente la proteina de fusién a GST fue
retirada de la resina utilizando buffer de elucion (75 mM Hepes pH 7,4, 150 mM NaCl,
10 mM Glutation en su forma reducida, 5 mM DTT)(Mercado-Pimentel y col., 2002).
Este buffer contiene glutation reducido que es la molécula que presenta afinidad por
el extremo GST de las proteinas GST- RhoGEF3-NH2 y GST-RhoGEF-COQH. Por lo
tanto se generd una condicion de exceso de glutation en la fase movil que es 100 veces

mayor que en la fase estacionaria (resina). De esta manera se pudo generar una
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competencia entre los sustrato glutation-agarosa versus glutation libre en solucién,
donde el equilibrio de afinidad del extremo GST se desvia hacia el sustrato libre, es
decir, glutation reducido presente en la fase moévil, llevando a cabo la obtencion de
las proteinas de fusion a GST desde la resina. Debido a los resultados obtenidos en
este paso, todos los procesos de produccion y purificacién se escalaron solo para la
proteina de fusiéon GST-RhoGEF3-COOH a 1 1 de cultivo.

Una vez purificada la proteina GST-RhoGEF3-COOH proveniente de 1 1 de
cultivo, el paso siguiente fue eliminar el extremo GST de las proteinas de fusion.
Para cumplir con este objetivo fue necesario dializar las proteinas presentes en el
buffer de elucién utilizando una membrana de celulosa (SnakeSkin Dialysis Tubing,
7K MWCO, Thermo Scientific) que tiene un corte de peso molecular igual a 7 kDa,
permitiendo la difusion del glutation y no de la proteina GST-RhoGEF-COOH. Esta

dislisis se realizé en 2 1 de buffer de clivaje (50 mM Tris-HCI pH: 7.0, 150 mM

NaCl, ImM EDTA, imM DTT, 0,01% v/v Tween). La proteina dializada fue
incubada con la resina Glutation-agarosa durante 45 min a 4°C con agitacién suave,
permitiendo la incorporacién de la protefna de fusion GST-RhoGEF-COOH a la
resina. Luego, la proteina fue lavada con el buffer de clivaje. La proteina de fusién a
GST que fue incorporada en la resina, se incubo en 1 ml de buffer de clivaje con la
enzima PreScission Protease (General Electric HealthCare), que también presenta un
extremo GST, el cual permite la unién a la resina, y no presenta la secuencia blanco de
esta misma enzima. Por lo tanto, la enzima es capaz de proteolizar a la proteina GST-

RhoGEF3-COOH dejando libre en solucion a RhoGEF3-COOH, y a su vez quedando

acoplada mediante el extremo GST a la resina. La fase mévil, la cual contiene la
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proteina RhoGEF3-COOH, se recuperd y guardd a -20°C. Finalmente se

eliminaron las moléculas que quedaron en la resina mediante buffer de elucion.

2.8. Flectroforesis de proteinas (SDS-PAGE).

Muestras de proteinas fueron fraccionadas en geles de Acrilamida al 10-12%
y SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) al 0.01 % p/v, en camaras verticales de
electroforesis MiniProtean I (BioRad) de acuerdo con protocolos estindares {(Harlow
y Lane, 1999). Los geles fueron teftidos en una solucion de Azul de Coomasie al 0.1
% piv en Acido Acético 10% v/v y Metanol 50% v/v en agua destilada. Los geles
fueron destefiidos en una solucién de Acido Acético 10% v/v y Metanol 10% v/v en

agua destilada, y fueron fotografiados usando el programa Kodak 1D.

2.9. Cuantificacion de proteinas.

Las proteinas fueron cuantificadas utilizando el protocole de Bradford (1976)

y una curva estandar de BSA.

2.10. Extraccion de proteinas desde larvas de Drosophila melanogaster.

Se colectaron 50 larvas de Drosophila que fueron homogenizadas en 150 pl
de buffer RIPA (Tris-HC! 5 mM pH 7,5, NaCl 10,5 mM, NP-40 0,1%, SDS 0,02%,
EDTA 0,2 mM) con 2,5 pl de inhibidores de proteasas (Halt* Protease Inhibitor

Cocktails, Thermo Scientific). Finalmente, se agreg6 80 pl de buffer de carga 4x (SDS
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22%, glicerol 0,4%, Tris 1 M pH 6,8, azul de bromofenol 0,04% piv, B-
mercaptoetanol 25%), las muestras fueron fraccionadas en geles SDS-PAGE para el

posterior andlisis mediante Western blot.

2.11. Western Blots.

Geles de SDS-PAGE fueron electrotransferidos a membranas de PVDF
(Polivinilideno Fluoruro, Millipore), previamente activadas en metanol 100% durante
30 s, durante 12 h a 20 volts o 1 hora a 100 velts a 4°C en moédulos de
electrotransferencia MiniProtean II (BioRad). La presencia de proteinas en Ila
membrana de PVDF fue verificada por tincién con Rojo Ponceau al 1% p/v (Sigma).
Las membranas fueron bloqueadas en leche descremada al 5% p/v en solucién de
lavado (100 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7.4, 0.1% v/v Tween 20) por 1 h y los
anticuerpos fueron diluidos en leche descremada al 3% en esta misma solucién de
lavado. Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario por 16 h a 4°C
con agitacién suave. Se utilizaron como anticuerpos primarios a-GST (1:10000,
General Electric Health Care).), y el anticuerpo a-RhoGEF3, generado mediante la
myeccién de la proteina RhoGEF3 purificada a conejos por Pacific Immunology®, a
una dilucién de 1:160 para el ensayo con muestra de proteina recombinante, 1:1000
para experimentos con extracto de proteina desde larvas de Drosophila melanogaster.
El exceso de anticuerpo primario se eliminé lavando las membranas cuatro veces por
5 min en la solucién de lavado. Posteriormente el anticuerpo secundario acoplado a

Peroxidasa (HRP, Jackson ImmuncResearch Laboratories, Inc), fiue diluido en
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leche descremada al 3% p/v, incubando las membranas por 1 h a temperatura
ambiente con agitacién suave. Los anticuerpos secundarios fueron lavados 4 veces
por 5 min en soluciéon de lavado. La unién del anticuerpo a la membrana fue
detectada utilizando el reactivo SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate
(Thermo Scientific). Las membranas fueron expuestas a films radiograficos, reveladas

y fijadas (AFGA).

2.12. Anilisis estadisticos.
En este trabajo se utilizaron dos andlisis estadisticos, los cuales fueron los test de
Chi-cuadrado (xz) y test de Student, ambos analisis se realizaron con el software

STATISTICA.
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Resultados

1. Determinar ¢l efecto de pérdida de funcién de RhoGEF3 en la formacion
de glandulas salivales y traqueas.

Con el fin de analizar el efecto de perdida de funcidn de RhoGEF3 en tejidos
especificos del embrién, se utilizé el sistema GAL4-UAS de levaduras que ha sido
usado ampliamente en Drosophila melanogaster (Brand y Perrimon, 1993).
Mediante vectores basados en elementos P, que son transposones naturales de
Drosophila. En sintesis, el sistema consta de dos cepas de moscas transgénicas, la
primera porta un transgen con la secuencia que codifica para la proteina Gald, bajo
el control de una region reguladora de un gen de Drosophila, y la segunda cepa
contiene la secuencia UAS (Upstream Activation Sequence) rio arriba del gen diana
de interés. Esta proteina Gal4 es un activador transcripcional que reconoce regiones
UAS activando la expresion del gen ubicado rio abajo de esta region. El cruzamiento
de estas dos cepas produce una descendencia que porta ambas construcciones
permitiendo la expresion del gen de interés bajo la direccién de una regién reguladora

particular que dirige la expresidn de la proteina Gal4.

1.1. Funcién de RhoGEF3 en las glindulas salivales.

Con el fin de analizar el efecto de la pérdida de funcién de RhoGEF3 se cruzb la
cepa de Drosophila w*; P{GawB}332.3 (§G-Gal4), que expresa Gal4 en las células de

las glandulas salivales, con la cepa w'''; P{GD7547}v31718, VDRC (UAS-dsRNA-
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rhogef3-31718) que expresa un dsRNA dirigido contra RhoGEF3 bajo el control de
UAS. Ademds, como cepa control utilizamos embriones descendientes del cruce entre
las cepas 8G-Gal4 y w*; P{UAS-lacZ.B}Bg4-2-4b (UAS-lacZ). Los embriones control
fueron sometidos a un ensayo de inmunofluorescencia con el anticuerpo a-f-
galactosidasa, comprobando la expresion de Gal4 en las glandulas salivales entre los
estados 12 y 16 del desarroilo de Drosophila melanogaster (datos no mostrados).

En la figura 4 podemos ver el efecto del RNAi contra el gen rhogef3,
observandose irregularidades en la formacion del lumen en embriones SG-GAL4 x
UAS-dsRNA-rhogef3-31718 en comparacion con los embriones controles SG-Gal4 x
UAS-lacZ (figura 4A, 4B y 4C). Los efectos producidos por el silenciamiento del gen
rhogef3 se pueden observar en las etapas tardias del desarrollo de la glandula salival,
entre los estados 14 y 16, momento que esta en curso la migracion hacia posterior de las
células salivales. En esta etapa, ademds, tiene lugar el proceso que determina la forma y
tamafio del lumen de las glindulas secretoras. Los resultados sugieren que el
silenciamiento de rhogef3 afecté la morfologia del organo observindose
consiricciones a lo largo del eje proximo-distal de la glindula, genmerando una

diferencia de tamafio en el lumen a lo largo de este gje (figura 4D, 4E y 4F).




5G-Gal4 x
5G-Gal4 x UAS-lacZ UAS-dsRNA-rhogef3-31718

~ “ C . ’ F

Figura 4: Efecto del silenciamiento del gen rhogef3 en las glindulas
salivales. Ensayos de inmunofluorescencia indirecta usando anticuerpos o-
Crumbs (verde A y D) y a-actina (rojo B y E) en embriones de estado 16 del
desarrollo. A, B, C embriones control producto del cruce SG-Gal4 x UAS-
lacZ, las glandulas salivales forman un tubo de células ordenadas con un lumen
central homogéneamente expandido. D, E, F embriones SG-Gal4 x UAS-
dsRNA-rhogef3-31718. El lumen presenta varias constricciones y no estd
totalmente expandido. Barra = 10 pm.
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1.2, Funcién de RhoGEF3 en la formacién del sistema traqueal.

Con el objetivo de analizar el efecto de perdida de funcién de RhoGEF3 sobre la
formacion del sistema traqueal, se silencié el gen rhogef3 mediante la expresion de
un dsRNA contra el gen rhogef3, para ello se cruzd la cepa de D. melanogaster
w*;  P{GAL4-bil.S}2, P{UASp-ActSC.T:GFP}2  (b:-GAL4-UAS-actin-gfp),
expresando Gal4 en las células traqueales, con distintas cepas que expresan dsRNAs
contra diferentes regiones exoénicas del gen rhogef3, bajo el control de UAS. Como
control utilizamos embriones descendientes del cruzamiento entre bf- GALA-UAS-
actin-gfp y UAS-lacZ. En la figura 5 podemos ver la expresion de actina- GFP en los
embriones btI-GAL4-UAS-actin-gfp x UAS-lacZ durante el desarrollo del sistema
traqueal de Drosophila. En esta imagen podemos observar los 10 metdmeros que
comresponden a células traqueales en estados tempranos del desarrollo del sistema
traqueal (figura 5 E11). Desde ellos, a medida que avanza el desarrollo, las
células distales de cada metdmero migran para formar los distintos brazos del sistema

traqueal generando una triquea bien constituida.
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Figura 5: Morfogénesis traqueal en Drosophila. Inmunofluorescencia
indirecta de embriones que nos ilustra el desarrollo del sistema traqueal desde
el estado 11 hasta el 16. Embriones fueron marcados con a-GFP (verde), o-
Crumbs (rojo) y To-pro (celeste) para marcar el DNA de las células. En el
estado 11 tiene lugar la formacion de los 10 sacos traqueales (TS) (cabezas de
flecha). El sistema traqueal estd compuesto por sus diferentes conductos:
Tronco dorsal (DT); brazo dorsal (DB); tronco lateral (LT); conectivo
transverso (TC); brazo visceral (VB) y brazo ganglionar (GB). Embriones
derivados del cruce entre bfl-GAL4-UAS-actin-gfp y UAS-lacZ. Todas las
imagenes son vistas laterales con el extremo dorsal hacia arriba y region anterior
hacia la izquierda. Barra = 50 pm.
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Para determinar el efecto de la pérdida de funcién de RhoGEF3 se utilizaron
varias cepas que expresan dsRNAs contra el gen rhogef3. La cepa btl-GAL4A-UAS-
actin-gfp fue cruzada contra las cepas UAS-dsRNA-rhogef3-31718, UAS-dsRNA-
rhogef3-NIG1225R-2 (NIG-FLY),  UAS-dsRNA-rhogef3-31580  (v' vh
P{TRiP.JF01153}attP2) y UAS-dsRNA-rhogef3-31581 & v
P{TRiP.JF01154}attP2?), con el fin de determinar el cruce que genere una progenie con
mayor fenotipo mutante. Para cada cruce se contaron los embriones que presentaban
un fenotipo diferente al de los embriones controles, obteniendo un porcentaje de
fenotipo mutante asociado a la pérdida de funcién debido a la disminucién en la
expresion de rhogef3. El porcentaje de fenotipos mutantes de los embriones
descendientes de cada cruce fue graficados en Ia fignra 6, observandose que los
cruces con las lineas UAS-dsRNA-rhogef3-NIG1225R-2, UAS-dsRNA-rhogef3-31580
y UAS- dsRNA-rhogef3-31581 no presentan una proporcién con fenotipo mutante
significativamente distintos (p>0,05, test de Chi-cuadrado). Sin embargo, los
embriones provenientes del cruce brl- GAL4-UAS-actin-gfp x UAS-dsRNA-rhogef3-
31718 muestran un 38% de embriones con fenotipos mutantes, siendo una proporcién
estadisticamente significativa comparado con el 9% que se obtiene de los embriones
controles (figura 6D, p<0,05, Chi-cuadrado). Por o tanto, en los proximos ensayos se
utilizé solo la cepa UAS-dsRNA-rhogef3-31718 (UAS-dsRNA- rhogef3) para analizar
la pérdida de funcién del gen rhogef3.

En la figura 7 se muestran imdgenes representativas de los fenotipos
obtenidos de los embriones provenientes del cruce entre las cepas de D.

melanogaster bil-GAL4-UAS-actin-gfp y UAS-dsRNA-rhogef3-31718. Se analizaron
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413 embriones, de los cuales 163 embriones presentaron un fenotipo mutante. En los
embriones mutantes se pudieron observar distintos fenotipos mutantes, de los cuales el
de menor frecuencia tiene un valor de 11/163 (figura 7A), en contra parte, el fenotipo
mas representado en los embriones mutantes, tiene una frecuencia de 111/163 (figura
7B y 7F). Estos embriones, en los que se silencié el gen rhogef3, presentan un
tronco dorsal descontinuado a lo largo del eje anterior-posterior. Ademas los brazos
dorsales no migran hacia el extremo mas dorsal del embrién como se observa en
embriones control (figura 7E). Los fenotipos asociados a la pérdida de funcion de

rhogef3 fueron observados en etapas tardias del desarrollo del sistema traqueal,

siendo distinguibles desde el estado 13 hasta el 16 de la embriogénesis.
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Figura 6: Porcentaje de fenotipos mutantes. Los graficos muestran las
proporciones de embriones que presentaron fenotipos mutantes en embriones
controles (UAS-lacZ) y en embriones que expresan diferentes dsRNAs contra
rhogef3. (A) Embriones btl-GAL4-UAS-actin-gfp x UAS-dsRNA-rhogef3-
NIG1225R-2 (N=95 embriones). (B) Embriones btl-GAL4-UAS-actin-gfp x
UAS-dsRNA- rhogef3-31580 (N=93 embriones). (C) Embriones bt-GAL4-
UAS-actin-gfp x UAS-dsRNA- rhogef3-31581 (N=98 embriones). (D)
Embriones bH-GAL4-UAS-actin-gfp x UAS-dsRNA- rhogef3-31718 (N=93
embriones). Eje Y corresponde a porcentaje de embriones con fenotipo. *
p<0,05, Chi-cuadrado.
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Figura 7: Fenotipo asociado a la pérdida de funcion de rhogef3. Las imagenes
corresponden a inmunofluorescencias indirectas con anticuerpos a-GFP (verde), o-
Crumbs (rojo) and To-pro (celeste). (A-D) Embriones derivados del cruce entre
btl-GAL4— UAS-actin-gfp y UAS-dsRNA-rhogef3-31718. Se observan diferentes
fenotipos asociados al silenciamiento del gen rkhogef3, entre ellos menor nimero
de sacos traqueales y formacion grupos celulares desorganizados (A), N = 11.
Discontinuidad en el DT (flechas) y defectos en la migracion de los DB
(cabezas de flechas) (B y F), N = 114. Fenotipos mas severos en los cuales
también se ven los DT interrumpidos (flechas) y no se observa migracion
(cabezas de flechas) (C-D), N = 14 para C y N = 24 para D. (E) Embriones
controles btl-GAL4-UAS- actin-gfp x UAS-lacZ. Las imagenes corresponden a
vistas laterales de embriones de estado 15 con la region dorsal hacia arriba y
anterior hacia la izquierda. Flechas: DT no conectado. Cabezas de flechas:
migracion no realizada. Barra blanca= 50 pm, barra amarilla= 20 pm.
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1.3. Disminucion en la expresion del gen rhogef3.

Los fenotipos asociados a la pérdida de funcion del gen rhogef3 fueron
obtenidos de embriones que expresan un dsRNA contra rhogef3, por lo tanto son
embriones que deben presentar una disminucion en la abundancia de los transcritos
del gen rhogef3. Para verificar esta disminucién, se cuantificé la abundancia del
transcrite de rhogef3 mediante ensayos de RT-gPCR en embriones provenientes del
cruce entre la cepa nanos-GAL4 y UAS-dsRNA-rhogef3, y en embriones controles
nanos-GAL4 x UAS- lacZ. En estos ensayos, se utilizd la cepa nanos-GAL4 para que
la expresion del dsRNA contra rhogef3 se lleve a cabo de forma global en el embridn,
permitiendo de esa manera cuantificar el efecto del dsRNA. Los resultados obtenidos
indican una significativa disminucion en 1a abundancia relativa del transcrito rhogef3
en embriones nanos-GAILA x UAS-dsRNA- rhogef3 respecto a embriones controles
(figura 8), obteniendo una disminucién de un 18% en la expresion de rhogef3 con la
pareja de partidores P1 y una disminucion del 29,6% para la pareja P2 de partidores.
En ambos casos las diferencias son significativas segin un test de Student, con un

p<0,01.
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Figura 8: Expresion relativa de rhogef3. Las barras indican la expresion
relativa del gen rhogef3 obtenida mediante RT-qPCR con 2 parejas de
partidores que amplifican diferentes regiones exonicas de rhogef3 (P1 y
P2). Se utilizaron embriones de los cruces nanos-GAL4 x UAS-lacZ
(UAS-lacZ) y nanos-GAL4 x UAS-dsRNA-rhogef3-31718 (UAS-
dsRNA-rhogef3). La expresion relativa fue calculada segiin la ecuacion
de Pfaffl 2001 utilizando un RNA spike como normalizador. *p<0,01,
test de Student
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2. Identificacion in vivo de la GTPasa blanco de RkoGEF3.

Los posibles blancos de RhoGEF3 son las GTPasas Rho, Racy Cdc42. La
GTPasa Rhol tiene una participacion al comienzo del desarrollo de las glandulas
salivales y del sistema traqueal, favoreciendo la invaginacién de las células epiteliales
(Brodu y Casanova, 2006; Xu y col., 2008), por otro lado, también participa en la
apertura del sistema traqueal a través de la anastomosis de los brazos tragueales (Lee
and Kolodziej 2002; Matusek y col. 2006). La disminucién de la funcion de RhoGEF
mediante RNAi nos muestra un fenotipo que no afecta la invaginacién de las células
ni la anastomosis de los brazos traqueales, por lo tanto Rhol fie descartado para los
siguientes andlisis. Por consiguiente las posibles GTPasas que podrian ser activadas
por RhoGEF3 son Racl y Cdc42. Con el objetivo de identificar la GTPasa blanco de
RhoGEF3 se analizo el fenotipo generado por la pérdida de funcién de las GTPasas
Racl y Cdc42. Se analizaron embriones que expresan proteinas bajo el sistema
UAS-GALA, las cuales presentan mutaciones puntuales en su secuencia aminoacidica
que provocan un funcionamiento como dominante negativo, tanto para Racl como

para Cdc42.

2.1. GTPasas involucradas en el desarrollo de las glindulas salivales.

Primeramente examinamos la perdida de fimcion de Racl y para ello
utilizamos embriones provenientes del cruce entre $G-Gald y las cepas y', w*;

P{UAS- Racl.L89}6 (UAS-Racll89) y y', w*; P{UAS-RaclNi7}1 (UAS-
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Racl.N17), las cuales expresan dominantes negativos de Racl con distintas
mutaciones bajo la direccién de la secuencia UAS. Para obtener embriones que
expresan el dominante negativo de Cdc42 colectamos embriones desde los cruces
entre 8G-Gal4 y las cepas w*; P{UAS-Cdc42.F89}3 (UAS-Cdc42.F89), w*;
P{UAS-Cdc42.1.89}4 (UAS-Cdc42.1L.89) y w*; P{UAS-Cdc42NI17}3 (UAS-
Cdc42N17). De esta manera analizamos Ia similitud del fenotipo obtenido con los
distintos dominantes negativos de Racl como de Cdc42 y aquel generado por la
disminucion en la expresion del gen rhogef3.

En ensayos con el dominante negativo de Racl no fue posible obtener
fenotipos asociados a la pérdida de funcion de Racl, como los reportados en la
literatura (Pirraglia y col., 2006). Mientras que, para los embricnes que expresaban la
forma dominante negativa Cdc42.N17 si se observé un fenotipo asociado a la perdida
de funcidn de esta GTPasa. En este caso, en 28 de 98 embriones SG-Gald4 x
Cdc42.N17 se observaron alieraciones en el tamafio y forma del lumen de las

glandulas salivales (figura 9). Estos fenotipos fueron similares a los descritos por

Pirraglia y cols 2010.
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Figura 9: Fenotipo de embriones que expresan el dominante negativo
Cdc42. Ensayos de inmunofluorescencia indirecta usando un anticuerpo a-
Crumbs en embriones de estado 16 del desarrollo. (A) Embriones controles
descendientes del cruce SG-GAL4 x UAS-lacZ. (B) glandulas salivales de
embriones SG-Gal4 x UAS-dsRNA-rhogef3-31718. (C) Embriones
provenientes del cruce SG-GAL4 x UAS-Cdc42.N17. En estos embriones
podemos observar que existe un efecto en el tamafio del lumen en las
glandulas salivales, si bien es menos severo que el observado en embriones
UAS-dsRNA-rhogef3-31718. Barra= 10 pm.
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2.2. GTPasas involucradas en el sistema traqueal.

En este caso se expresaron los dominantes negativos de Cdc42 y Racl en las
células traqueales mediante el uso de la cepa btl-GALA4-UAS-actin-gfp. El analisis del
dominante negativo de Cdc42 se realizo con embriones provenientes del cruce entre btl-
GAL4-UAS-actin-gfp y las cepas UAS-Cdc42.F89, UAS-Cdc42.1L.89 y UAS-
Cdc42.N17. En ninguno de estos cruces los embriones presentaron un fenotipo alterado
al ser comparados con embriones controles btl-GAL4A-UAS-actin-gfp x UAS-lacZ (datos
no mostrados).

Por otro lado, se obtuvieron embriones que expresan el dominante negative de
Racl del cruce entre 5t-GALA-UAS-actin-gfp y las cepas UAS-Racl.L89 y UAS-
Racl.N17. Los embriones btl-GAL4-UAS-actin-gfp x UAS-Racl.L89 no presentaron
ningln fenotipo, sin embargo, 48 de 105 embriones del cruce bfl-GALA-UAS-actin-
gfp x UAS- RaclN17 mostraron un fenotipo alterado con desconexién de los
thbulos traqueales (flecha, figura 10B’) y alteraciones en la migracién del DB (cabeza
de flecha, figura 10B’) con respecto a los embriones controles (figura 10A y 10A°). Los
efectos de Racl.N17 se observan en estados tardios de la formacion del sistema
traqueal. En esta figura el fenotipo que se muestra son del estado 15 del

desarrollo embrionario similar a lo descrito en Chihara y col. 2003.
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Figura 10: Fenotipos de embriones que expresan un dominante negativo de
Racl. Inmunofluorescencias indirectas de embriones tefiidos con anticuerpos a-
GFP (verde), o-Crumbs (rojo) y To-pro (celeste). (A) Embriones controles
descendientes del cruce bf-GAL4-UAS-actin-gfp x UAS-lacZ. (B) Embriones
provenientes del cruce bt-GAL4-UAS-actin-gfp x UAS-Racl.N17. En estos
embriones algunas estructuras traqueales estan interrumpidas: DT, TC vy
aparentemente LT (B’), y ademas no se lleva a cabo la migracién del DB. Las
iméagenes son de vista lateral de embriones del estadio 15 con el lado dorsal hacia
arriba y la region anterior hacia la izquierda. Flechas: tibulos no conectado.
Cabezas de flechas: migracion no realizada. Barra blanca = 50 um, barra amarilla =
20 pm.
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3. Generacién de un anticnerpo ¢-RhoGEF3 y analizar la localizacion in vive
de la proteina RhoGEF3.

3.1. Generacion de una proteina recombinante de RhoGEF3.

Se seleccionaron dos secuencias nucleotidicas que codifican para el
extremo amino y carboxilo de la proteina RhoGEF3, RhoGEF3-NH; y RhoGEF3-
COOH respectivamente. Ambas secuencias fueron clonadas en el vector de clonamiento
pGEM- T transformando células E. coli DHSu y posteriormente subclonadas en el
vector p- GEX-6P1 en el sitio -de multiclonamiento ubicado en la regién C-terminal
del gen GST (Glutation S-Transferasa), generando las secuencias nucleotidicas que
expresaran las proteinas de fusién GST-RhoGEF3-NH. y' GST-RhoGEE3-COOH.:
Ambos clones fueron verificados por secuenciacion, indicandonos ‘que no existe error
en el marco de lectura de la secuencia nucleotidica. Este vector de expresion en
bacterias posee un promotor inducible por IPTG que dirige la-expresion de la proteina
recombinante fusionadz a GST. Los nuevos vectores generados, pGEX-6P1-RhoGEF3-
NH> y pGEX- 6P1-RhoGEF3-COOH, se utilizaron para transformar células E. coli
BL21, la cuales como se indica en miateriales y métodos, no presentan ciertas
proteasas lo- que nos permitié disminuir ta posibilidad de degradaci6n de las proteinas
de fusién a2 GST. En la figura 8 observamos la digestion enzimdtica de DNA
plasmidial obtenido de E. coli BL21 transformadas .con el vector pGEX-6Pl-
RhoGEF3-NH: (figura 11A) ¥y con el vector pGEX-6P1-RhoGEF3-COOH (figura
11B). Cada vector fie sometido a un andlisis de restriccion con las enzimas BamHI y

HindIlI respectivamente, que permiten ver un vector lineal de ~5500 bp, tamafio
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correspondiente al vector mds la secuencia del extremo .de RhoGEF3 respectivo.
Finalmente verificamos Ia expresion de las proteinas de. fusién mediante ensayos de
expresion. Para ello.los clones fueron crecidos a 37°C y la expresion de las. proteinas
fue inducida adicionando 1 -mM de IPTG. Luego de 5 horas de crecimiento las
bacterias fueron colectadas y analizadas mediante SDS-PAGE, y comparadas contra
un control no inducido. En ambos casos varios clones fueron evaluados. Los
resultados obtenidos indican que se logré inducir la expresién de una proteina de
aproximadamente 69 kDa (figura 11C) en el caso de -GST-RhoGEF3-NH: y de 50
kDa (figura 11D) para GST-RhoGEF3-COOH, coincidiendo con los tamafios
esperados. El resto de las bandas que se observan en el gel, corresponden a proteinas
propias que expresa la bacteria. Con estos resultados se decidi6 utilizar el clon 1 en
ambos casos para los siguientes ensayos de expresion y purificacién .de proteinas a
gran escala con el objetivo de obtener la proteina pura y soluble para la
inoculacién en conejo, y. la posterior generacién del anticuerpo que reconozca

RhoGEF3.
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Figura 11: Generacion proteinas de fusion. A-B Analisis de restriccion de
DNA plasmidial en gel de agarosa 1% p/v. A) pGEX-6P1-RhoGEF3-NH,. B)
pGEX-6P1- RhoGEF3- COOH. St: estandar 1Kb; 1- 6: clonl al clon6. C-D
Fraccionamiento de proteinas en gel de poliacrilamida 10%, provenientes de un
lisado celular colectado 5 horas post-induccion con IPTG 1mM. Geles teiiidos
con Azul de Coomassie. C) GST-RhoGEF3-NH,. D) GST-RhoGEF3-
COOH.St: estandar de peso molecular; 1: E. coli inducidas con IPTG; 2: E. coli
no inducidas con IPTG.
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3.2. Produccion de proteina de-fusion a GST.

Con el objetivo de obtener la mayor cantidad de proteina de fusién de
manera soluble, se estandarizé las condiciones de produccién de las proteinas GST-
RhoGEF3-NH; y GST-RhoGEF3-COOH. Determinamos el tiempo -de induccién de
las proteinas de fusién incubando con IPTG 1 mM durante 1, 3, 5y 16 h a 37°C. Luego
de Ta induccién por IPTG, el cultivo fue lisado mediante sonicacion y centrifugado para
generar las fracciones solubles € insolubles, en todos los casos se obtuvo la proteina de
fusion .a GST en.la fase insoluble (Datos no mostrados). Optamos por la opcién de 5
h de induccion ya que en estas condiciones existe una mayor produccidn de
proteina de fusién a GST. Luego determinamos si la cantidad de IPTG disponible
podria afectar el equilibrio desviando 1la expresién de las proteinas de fusién GST-
RhoGEF3-NH; y GST-RhoGEF3-COOH hacia la fase soluble. .Se probaron varias
concentraciones de IPTG desde 0,1 mM hasta 1 mM. Tales condiciones no aumentan la
cantidad de proteina en la fase sohible. Ademas, la cantidad de proteina producida en
las distintas condiciones de_ IPTG 'no se ve afectada (dato no mostrado). Por lo
tanto, se prefirié- utilizar la cantidad minima de IPTG,; es decir a una concentracién: de
0,1 mM (figura 12A):

‘Debido a la escaza cantidad de las proteinas de fusién a ‘GST en la fase
soluble en nuestro ensayo, decidimos -solubilizar la proteina presente en la parte
insoluble. En este caso solubilizamos las proteinas GST-RlioGEF3-NH: y RhoGEF3-

'COOH. utilizando. sarkosyl, €l cual es un surfactante idénico que presenta una cola

hidrofébica de 14 carbonos y un extremo hidrofilico dado por el carboxilato. Para
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conocer la condicién éptima en la cual solubilizar nuestras proteinas de fusion a GST
se realizé un ensayo abarcando un rango de concentracion de sarkosyl, en
el cual se probaron concentraciones desde 0% hasta 3% v/v. para ambas proteinas.
de fusién (figura 12B). En ‘el caso de la produccion de GST-RhoGEF3-NH:
alcanzamos un maximo .de proteina soluble cuando utilizamos sarkosyl al 2,0 % v/v,
en cambio Ia solubilizaciéon de RhoGEF3-COOH alcanza un platé en el momento que
trabajamos con sarkosyl al 1,0 % v/v. Por lo tanto se utilizaron estas concentraciones,
que nos:entregan las -condiciones para obtener un méximo de proteina fusion a GST
soluble con el minimo de sarkosyl posible, de esta manera optimizamos el proceso de

produccion de GST-RhoGEF3-NHzy GST-RhoGEF3-COOH soluble.
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Figura 12: Produccion de GST-RhoGEF3-NH; y GST-RhoGEF3-COOH.
Fraccionamiento de proteinas provenientes de lisados celulares de E. coli
BL2len geles de poliacrilamida al 10%. A) Tratamiento con IPTG 0,1 mM para
la produccién de GST-RhoGEF3- NH; y RhoGEF3-COOH. Carril 1: fase
insoluble; carril 2: fase soluble. B) Solubilizaciéon de las proteinas de fusion a
GST mediante sarkosyl. 0 — 3 % v/v de sarkosyl; NI: células no inducidas con
IPTG. St: estandar. GST-RhoGEF3-NH: ~69 kDa. GST-RhoGEF3-COOH ~50
kDa. Proteina recombinante fusionada a GST indicadas por un flecha.
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3.3. Purificacion de las proteinas RhoGEF3-NH:; y RhoGEF3-COOH.

Las proteinas GST-RhoGEF3-NH y GST-RhoGEF3-COOH solubilizadas
fueron purificadas a fravés de cromatografia de afinidad mediante el uso de una
resina de glatatién-agarosa que se une al GST de la proteina de fusidn, y que permite
mediante un buffer adecuado liberar de la resina la proteina agregando Glutatién en la
fase mévil. Se realizé un ensayo piloto con ¢l fin de optimizar el proceso de
purificacién para ambas proteinas de fusién. La proteina GST-RhoGEF3-NH; no fue
detectada en minguna de las fracciones eluidas (figura 13A), lo que nos indica que
la proteina no fue posible purificarla. Sin embargo, para el caso de la proteina
GST- RhoGEF3-COOH en todas las fracciones. de elusion la proteina de fusion. fue
detectada (figura 13A). En resumen nuestro experimento piloto indica que es
posible purificar solamente Ia proteina GST-RhoGEF3-COOH mediante
cromatografia- de afinidad utilizando la resina glutatibn-agarosa, por lo- tanto los

siguientes ensayos se realizaron solo para la proteina de fusién GST-RhoGEF3-COOH.
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Figura 13: Purificacion de RhoGEF3-COOH. Fraccionamiento de proteinas a
través de gel de poliacrilamida al 10 %. Proteinas presentes en la fase insoluble del
lisado celular de E. coli BI21 tratadas con sarkosyl. A) Purificacion de la proteina
GST-RhoGEF3-NH;, A”) Purificacion de la proteina GST-RhoGEF3-COQOH. (A-A’)
1: sobrenadante de la resina glutation-agarosa, 2: primer lavado de la resina, 3:
segundo lavado de resina, E1-E3: eluciones B) Carril 1: células no inducidas; carril
2: proteinas solubilizadas con sarkosyl; carril 3: sobrenadante de la resina
glutatién- agarosa; carril 4: lavado de resina; carril E1 — E8: elusién de proteinas
correspondientes a las fracciones del 1 al 8. C) Digestion de GST-RhoGEF3-
COOH por la enzima PreScission Protease, carril 1: proteinas fusion a GST
purificadas; carril 2: sobrenadante de la resina glutation-agarosa; carril 3: fraccion
1 de proteina digerida; carril 4: fraccion 2 de proteina digerida; carril 5: fraccion
3 de proteina digerida; carril 6-7: elusion de las moléculas unidas a la resina
glutation-agarosa. St: estandar. GST-RhoGEF3-COOH ~50 kDa, GST 26 kDa,
RhoGEF3-COOH ~24 kDa, PreScission Protease 46 kDa.
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Posteriormente escalamos el cultivo a 2 1, de los cuales se purifico la proteina
GST-RhoGEF3-COOH como se observa en las elusiones 1 al 8 (figura 10 B- B’).
Todas las fracciones obtenidas en la purificacién fueron cuantificadas usando el
método de Bradford obteniendo un total de 40 mg de proteina. Con el objetivo
de obtener la porcién RhoGEF3-COOH liberada del fragmento GST, la fracciones
eluidas fueron dializadas para eliminar el glutation presente en la solucion e
incubadas nuevamente en la resina glutatién-agarosa, y de este modo ser digeridas
por la enzima PreScission Protease. En la figura 13C podemos observar la digestion
de Ia PreScission Protease, en las tres fracciones correspondientes al producto de la
digestién (carriles 3, 4 y 5, figura 13C) visnalizamos una banda de un tamafio de 24
kDa indicando la presencia de RhoGEF3-COOH. Los siguientes carriles corresponden
a las fracciones eluidas con glutatién reducido en la fase movil en los cuales podemos
observar las proteinas que se quedaron unidas a la resina, ddndonos una banda de 46
kDa que corresponde a la enzima PreScission Protease y una banda de 26 kDa que
corresponde al fragmento GST de nuestra proteina fusién GST-RhoGEF3-COOH.
Finalmente se cuantifico la proteina RhoGEF3-COOH mediante el método de
Bradford ddndonos un total de 4,8 mg, las cuales fueron inyectadas en un conejo

para obtener anticuerpos policlonales especificos contra la proteina RhoGEF3.

3.4. Ensayos de Western blot con el anticnerpo a-RhoGEF3.

Con el objetivo de obtener un suero pre-inmune, se obtuvo suero de los conejos

antes de ser inmunizados por RhoGEF3-COOH. Luego de inmunizar los animales se
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extrajo nuevamente suero, el cual deberia contener anticuerpos especificos contra la
proteina RhoGEF3 (suero o-RhoGEF3). Mediante ensayos preliminares de Western
blot, se verifico que el suero a-RhoGEF3 era capaz de detectar la proteina
recombinante GST-RhoGEF3-COOH producida por las células BL21, la cual es de
aproximadamente ~50 kDa. El ensayo para un extracto proteico de larvas de
Drosophila, el suero a-RhoGEF reconoce a una proteina del tamafio correspondiente al
calculado para RhoGEF3, siendo de ~90kDa. Estas proteinas no fueron reconocidas

por el suero preinmune en ambos ensayos de Western blot (figura 14).

a-GST Pl a-RhoGEF3

+ -I”+I -l” _l

- e

Figura 14: Western blot con el suero a-RhoGEF3. Las muestras fueron
fraccionadas en geles de SDS-PAGE al 10% de acrilamida y transferidas a membranas
de PVDF. (A) Proteina recombinante GST-RhoGEF3-COOH desde células BL21.
Células inducidas con IPTG (+]), células no inducidas con IPTG (-I). Se utilizé6 a-GST
(1:10000), suero.



Discusion

Durante el desarrollo embrionario de Drosophila melanogaster las células
sufren varios cambios en su forma y ordenamientos espaciales que son necesarios
para diferenciar Organos completos y funcionales. Estas caracteristicas han sido
estudiadas en Ia literatura, y también fueron blanco de estudio en esta tesis dentro del
contexto de la tubulogénesis, utilizando como érganos modelo las giandulas
salivales y el sistema traqueal, debido a que existe evidencia experimental,
mediante hibridaciones in sifu (Zifiiga 2010, tesis doctoral), de la expresion del gen
rhogef3 en 6rganos tubulares.

La prediccién bioinformatica de la secuencia aminoacidica de la proteina
RhoGEF3 sugiere que esta proteina tiene funciones de intercambiador de nucledtidos
de guanina, GEF, la cual promueve la activacion de RhoGTPasas (Schmidt y Hall,
2002), siendo sus posibles blancos Rho, Rac y Cdc42. Las proteinas RhoGTPasas
estdn involucradas en varios procesos celulares tales como la organizacién del
citoesqueleto de actina y de microtibulos, expresién génica, progresion del ciclo
celular, polaridad, morfogénesis, migracion, transporte de membrana y vias de
sefializacion (Van Aelst y D’Souza-Schorey, 1997; Schmidt y Hall, 2002; Rossman y

col., 2005).

1. Funcién de RhoGEF3 en las glandulas salivales.

Los resultados obtenidos en embriones que expresaban dsRNAs contra
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rhogef3 sugieren que hay una alteracién en el desarrollo de las glandulas salivales. El
fenotipo de estos embriones es consistente con defectos en la elongacién del lumen de
las glandulas salivaies ya que se pueden observar constricciones a lo largo del eje
proximo-distal de este conducto (figura 4). En este contexto, la evidencia indica que
el aumento del lumen en las gldndulas salivales se lleva a cabo mediante dos procesos,
uno involucra la agregacion directa de fipidos a la membrana mediante transporte de
vesiculas hacia el extremo apical (Myat y Andrew, 2002; Abrams y col., 2003; Pirraglia
y Myat, 2010), y el segundo proceso implica la formacién y disolucion dindmica de
las uniones adherentes entre las células salivates (Pirraglia y Myat, 2010).

Existen registros de que Racl y Cdc42 serian dos posibles RhoGTPasas blanco
de RhoGEF3, las cuales podrian dar alguna explicacién al fenotipo obtenido de
embriones que presentaban un silenciamiento de rhogef3. Racl estd involucrada en el
reciclaje de endosomas mediante la endocitosis de cadherina (Pirraglia y col., 2006),
a través de una via independiente de Clathrina (Akhar y Hotchin, 2001).
Similarmente, Cdc42 es una RhoGTPasa que a través de la formacion de un complejo,
regula Ia endocitosis mediada por actina (Georgiou y col., 2008; Pirraglia y col.,
2010). Cuando se disminuye la actividad de Racl o Cdc42 las membranas que
contienen Cadherina no son endocitadas, provocando una acumulacién de estas
proteinas que conlleva a una acumulacion de los complejos de uniones adherentes
célula-célula, aumentando la rigidez de la membrana e impidiendo de esta manera el
aumento de la superficie apical en las células de las glandulas salivales. Asi, la
regulacién de Racl y/o Cde42 podrian dar cuenta del fenotipo observado, generando

alteraciones en el proceso de formacion del lumen de las glandulas salivales.
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Ademds se investigé la relacion entre ambas RhoGTPasas con fenotipo
presentado por embriones que expresan dsRNAs contra rhogef3. Sin embargo, la poca
similitud del fenotipo presentado en los embriones que expresan una forma
dominante negativa de Cdc42 (figura 9) y la ausencia de fenotipo asociado a la
pérdida de funcién de la RhoGTPasa Racl, no nos permitieron determinar si Racl o
Cdc42 son las GTPasas diana de la proteina RhoGEF3. Aunque no se descarta una
actividad simultanea de ambas RhoGTPasas debido a la activacién de RhoGEF3, ya

que proteinas GEF pueden activar a mas de una RhoGTPasa (Schmidt y Hall, 2002).

2. Funciéon de RhoGEF3 durante el desarrollo del sistema traqueal.

Con el estudio de los fenotipos de embriones que presentan un silenciamiento
del gen rhogef3 se observd un sistema traqueal discontinuo (figura 7), con una
desconexion del DT y una falla en la migracion del DB. Tales defectos en el sistema
traqueal de Drosophila se podrian dar como resultado de alteraciones en las
funciones celulares relacionadas con el proceso de migracion de las células
traqueales. Uno de los procesos esenciales que regula la migracion traqueal es la
extension de las células de la punta mediante la formacién de filopodios (Ribeiro y
col,, 2002) y la dindmica de formacion de las uniones adherentes que permiten la
intercalacion celular (Ribeiro y col., 2004).

La formacién de filopodios es un proceso necesario para la migracion de
las células traqueales. Es conocido el papel de Cdc42 en la formacién de

microfilamentos de actina en la membrana (Eaton y col.,, 1995; Genova y col.,
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2000), y ademds se ha propuesto que la extensién de filopodios de las células de la
punta estd regulada por Cdc42 (Wolf y col.,, 2002). Los embriones que expresaban
una forma dominante negativa de la RhoGTPasa Cdc42 no presentaron fenotipo
asociado a la falta de funcién de Cdc42 en las células traqueales, por lo tanto no se
observé similitud con el fenotipo obtenido en embriones con silenciamiento de
rhogef3. Similarmente, se ha reportado el fenotipo esperado para el blogueo de la
actividad de Cdc42 (Wolf y col,, 2002), el cual no presenta similitud al fenotipo
observado en embriones con una disminucién en la expresién de rhogef3. En cambio,
el fenotipo observado en embriones que expresan el dominante negativo de Racl,
RacIN17 (figura 10), es similar al que muestran los embriones que expresan un
dsRNA contra rhogef3, siendo las principales similitudes la falta de unién de DT
entre los metdmeros y la ausencia de migracion de las células correspondientes al DB.
Esto sugiere que Racl podria ser la Rho(GTPasa activada por RhoGEF3, al menos en
las células de la triquea. En estas células, Racl regula negativamente la formacién
de complejos cadherina-catenina en uniones celulares, y la disminucién en la
actividad de Racl promueve la asociacién/estabilizacion de cadherina en la
membrana plasmética (Chihara, 2003), esto genera un aumento en las uniones
adherentes ralentizando su dindmica, aumentando la rigidez de las células
traqueales, y afectando la migracion de estas células dependiente del proceso de
intercalacién celular, proceso que se sustenta en la fluidez y dindmica de la formacion

de estos complejos.
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3. Generacion de anticuerpo a-RhoGEF3.

Debido a los resultados obtenidos se nos hizo necesaria la obtencion de un
anticuerpo que reconozca la proteina RhoGEF3 para asi poder estudiar su ubicacion sub-
celular, y de esta forma obtener informaciéon mas detallada del proceso en el cual
RohGEF3 esta involucrado. Luego de un largo proceso fue posible la purificacion del
dominio carboxilo de la proteina RhoGEF3, el cual fue utilizado en la inyeccion de un
conejo con el objetivo de obtener un anticuerpo policlonal que reconozca la proteina
RhoGEF3 en Drosophila melanogaster. El suero proveniente de los animales
inmunizados, reconoce el antigeno utilizado mediante ensayos de western blot (figura
14A). Ademas, este mismo reconoce la proteina silvestre RhoGEF3 obtenida de larvas
de Drosophila (figura 14B). Sin embargo, este anticuerpo no pudo detectar la proteina
nativa en el embrién de Drosophila mediante inmunofluorescencia. Esto se puede
deber a: (1) sélo se presentd el extremo carboxilo de la proteina RhoGEF3 para la
sintesis del anticuerpo, el cual puede generar un antigeno que no estd disponible en la
proteina mativa; (2) la solubilizacién de la proteina recombinante puede haber
cambiado estructuralmente la proteina, ocasionando que el anticuerpo reconozea un
epitopo cuya estructura tridimensional no exista o se encuentra inaccesible en la
protefna nativa. Por lo tanto, actualmente nos encontramos trabajando para descartar
estas dos opciones y de esta forma tener nuestro anticuerpo «-RhoGEF3 en

condiclones Optimas para que asi reconozca a la proteina RhoGEF3.

El desarrollo de este trabajo nos ha permitido profundizar un poco mas en el
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conocimiento sobre la regulacion del desarrollo morfogenético de los érganos tubulares
las glandulas salivales y el sistema traqueal de Drosophila melanogaster. Un andlisis
a nivel molecular nos permitiria conocer la interaccion de la proteina RhoGEF3
involucrada, nos mejoraria la posibilidad de determinar la via de sefializacién en la
cual estd involucrada. Ademds, este analisis podria dar como resultado la funcién y su
posible participacién en procesos celulares particulares, como la regulacién de la
dindmica de las uniones de las células epiteliales que participan en el origen a

organos fundamentales de Drosophila melanogaster.




Conclusiones

De los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que la proteina
RhoGEF3 participa en el desarrollo de las glandulas salivales y del sistema traqueal.
Asi, RhoGEF3 esta involucrada en Ia regulacion del tamafio del lumen en el desarrollo
de las glandulas salivales, y también afecta el proceso de migracion de las células
traqueales, sugiriendo que RhoGEF3 es un importante factor durante el desarrollo del
embrion de Drosophila. Por lo tanto, la hipdtesis que se plantea en este seminario
titulada “La proteina RhoGEF3 estd involucrada en la formacion de las glandulas
salivales y del sistema traqueal dentro del desarrollo embrionario de Drosophila
melanogaster”, fue correcta. Ademas sugieren un posible proceso celular en el cual

RhoGEF3 participaria durante el desarrollo del embrién de Drosophila.
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