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Resumen

Los sistemas de triqueas y glindulas salivares de I)ioSopfaj./cr me/a77ogrsfer han

sido  utilizados  como  modelos  para  entender,  desde  un  punto  de  vista  celular  y

molecular, c6mo las  c51ulas  epiteliales se organizan en 6rganos tubulaes  de variadas

fomas y tanafios. Iirante el desanollo embrionario de D. 7»e/c7wogacrer ]as c5lulas que

foman las gLindulas salivates 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 reorganizaci6n

del  citoesqueleto  de  actina,   del  citoesqueleto  de  microthbulos  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 Thoteins).

En  este  seminario  de titulo  se  propuso estudiar la participaci6n  de una  nueva

proteina  GEF  en  J»osapfrz./a  denominada  RhoGEF3,  dentro  del  desarollo  de  los

6rganos  tubulares  glindulas   salivales  y  tiqueas,  por  lo   tanto   se  fomul6   como

hip6tesis que "la proteina RhoGEF3  est5 involucrada en la tubulog6nesis de glindulas

salivates  y  sistema  traqueal   en   el   embri6n   de   J»orop`fai.Jc!".   Para   abordar   esta

hip6tesis  se plantearon  los siguientes objetivos: (1) Determinar el efecto de p5rdida de

funci6n   de  RhoGEF3   sobre  la  fomaci6n   de   glindulas   salivales   y  triquea.   (2)

Identificar  i.#  vino  la  G'Ipasa  activada por  RhoGEF3.  (3)  Generar  un  anticuerpo  a-

RhoGEF3  y analizar la localizaci6n de la proteina RhoGEF3.
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Con el  fin de abordar los objetivos (1) y (2)  se utiliz6 el sistema GAL4-UAS

(Brand y Perrimon,  1993).  Se analiz6 1a pdrdida de funci6n mediante el silenciamiento

del  gen 7frog¢,  el  fenotipo asociado a la disminuci6n de la expresi6n de 7.faoge;8 se

estudi6 a trav6s de inmunofluorescencia indireeta, de la misma foma se procedi6 para el

analisis  fenotl'pico  de  la perdida  de  funci6n  de  las RhoGTpasas.  Este  estudio  revel6

que la proteina RlioGEF3 est5 involucrada en el desalTollo de las glindulas salivales y

del  sistema traqueal,  y  ademds  sugiri6  que  Racl  es  la  GTpasa blanco  de  RhoGEF3

dentro del proceso de fomaci6n del sistema traqueal.

La  creaci6n   de  un   anticuelpo   que  contempla  el   objetivo   (3)   se   llev6   a

cabo  gracias  a  la  purificaci6n  de  una  proteina  recombinante,  la  cual  contenia  un

fragmento de RhoGEF3  fusionada a GST. I,a proteina fusi6n mos permiti6 generar un

anticuexpo   que   reconoce    la   proteina   RhoGEF3    mediante    Western   blot.    En

experimentos  en  cuso  mos encontranos en la optimizaci6n de este anticuerpo para el

reconocimiento de la proteina nativa y de esta manera realizar un estudio mas profundo

de la funci6n de RhoGEF3.
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Introducci6n

La   organizaci6n   de   estructuras   tubulares   es   un  proceso   couservado   del

desarrollo  de  distintos  onganismos,  desde  iusectos  hasta  mamiferos.  En  mamjferos

adultos  los  6rganos tubulares  incluyen  el  sistema respiratorio,  vascular,  digestivo  y

excretor, y tanbi5n 6rganos secretores come pancreas, prdstata, glindulas salivates y

maniarias. Muchas de estas estructuras  son  hom61ogas en  J»osapAz./cz  7#e/a77ogz7sfe7.,

por  lo  tanto,   el   estudio   de  la tubulog5nesis  en  este  modelo  nos  puede  ayudar  a

comprender los distintos procesos morfogen5ticos  involucrados  en  el  desarrollo  de

6rganos  tubulares  en  organismos  mds complejos.

Para conocer en mayor profundidad el  desarrollo de las estructuras tubulares,

mos  centraremos  en  las  9lindulas  salivales  y  en  el  sistema traqueal  de J»osopfr!./c!

me/arzogicLsfer  con   el   fin   de   analizar   la   formaci6n   de   un   6rgano   tubular   no

ramificado  y  ramificado, respectivanente. Ambos 6rganos comienzan a diferenciarse

en  el  mismo   estado  de  desarrollo   embrionario   a   pair   de   grupos   de   c6lulas

epiteliales,  las  cuales  a  trav6s  de cambios  coordinados  de  forma,  reordenamiento

espacial y migraci6n inician la formaci6n de las estructuras tubulares.

I.         Morrog6nesis de B]andulas salivales y trdqueas en I). me/owogas/er.

1.I.    G]andu]as salivates.

Las glindulas salivales son un 6rgano relativamente sinple, que consta de dos
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tubos secretores,  los  cuales  se  unen  mediante  sus  ductos  salivales  para  formar  un

ducto comdr, generando un 6rgano en foma de ``Y".

Las  glindulas  salivales  se  forman  durante  la  embriogenesis  a  partir  de  un

grupo   pequefio    de    c6lulas   epiteliales   ubicadas   en   el    ectoderma   ventral    del

parasegmento  2,  esta  ubicaci6n  es  detenninada  por  un  complejo  transcripcional,

ccldificedo pox los genes de expresti6n verfual Sex combs reduced (Scr),  extradenticle

/exd/  a7zd  homcttioror  ¢f7I/,  entre  los  cuales  la  expresi6n  de  Scr  esfa  restringida

espacialmeute  al  sector  ventral  del  parasegemento  2  Glenderson  y  Andrew  2000;

Abramsy  cols.  2003).  Dos  grupos   de   aproxinadanente   100   c5lulas   cada   uno

ubicadas  lateralmente  en  este primordio  de  c5lulas  epiteliales  originaran  los  tubos

secretores,  mientras  que  55  c6lulas de la porci6n central del primordio formaran los

ductos  salivales  (figura  1),  estos  destinos  son  mediados  por  rna  fina  regulaci6n

morfogen5tica quuo y col. 1996; Haberman y col. 2003; Kerman y col., 2006).

Durante el  estadio  10  de la embriogchesis,  las c6lulas laterales  del primordio

se alargan  en  el  eje  apical-basal  cambiando  su  foma  de  cuboidal  a  columnar  para

fomar las placodas precursoras de los tubas secretores (figura 1, Abrams y col., 2003).

Las  c5lulas  de  fas  placodas   experinentan  un   proceso   altamente   regulado,   que

I   coordina   la   constricci6n  apical  de  actomiosina  y  la  migraci6n  nuclear  hacia   la

regi6n  basal,  para  cambiar  la foma  ce]ular  de columnar a piramidal lo que impulsa

la invaginaci6n de este grupo celular a'inaglia y Myat 2010a).  Concomitante  con la

invaginaci6n,  las  c6lulas  glandulares  entran  en un  ciclo  especializado,  el  endociclo

(endoreplicaci6n), en el cual ciclan entre la fases G y S, provocando que el ndmero de
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celulas  no  varie  durante  el  desarTollo  del  6rgano,  por  lo  tanto  la  fomaci6n  de  las

glindulas  salivales depends  solo del canbio de forma y del tamafio  celular (Smith y

On-weaverl99l).

Fignra I: Desarrollo de fas gLindDlas sa]iva]es. I.a ilustraci6n muestra
los cambios y procesos que son sometidas las celulas para la formaci6n
del  6ngano  salival,  desde  el  estado  10  hasta  el  estado  14.  De  color
amarillo se indican las c6lulas que dan origen al ducto salival y en verde
se  indican las celulas  que foman las  glindulas  secretoras  (Abrams y
cols. 2003).
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El proceso de intemalizaci6n de  las c5lulas de la glindula salival culmina en el

momento  que   la  regi6n  mds   distal   del   tubo   entra  en   contacto   con   las   c5lulas

mesodermales,  hecho  que  ocurre  en el estndo  12 del desarrollo embrionario y que

da  lugar  a  la  migraci6n  de  la  915ndula  hacia  el  extremo  posterior  del  embri6n

(Bradley y col, 2001, 2003). Contemporineo con la intemalizaci6n y migraci6n de las

celulas,  se  inicia  la  elongaci6n  del  lumen  de  la  glindula  salival,  a  trav5s  de  un

mecanismo  que involucra la generaci6n de membrana apical mediante dos procesos,

uno involucra la agregaci6n directa de lipidos a la membrana mediante transporte de

vesiculas  hacia  el  extremo  apical  Oryat  y  Andrew,  2002;  Abrans  y  col.,  2003;

Pirraalia  y  Myat,  2010a),  y  el  otro  proceso  implica  la  fomaci6n  y  disoluci6n

dininica  de  ]as  uniones  adherentes  entre  las  celulas  salivales  Q'irraglia  y  Myat,

2010b).

I.2.     Sistema traqueal en I). me/4«ogus/er.

El  sistema traqueal es  el  6rgano respintorio  de DrosopJ!J./a me/a#ogcrsfer.  Es

rna red tubular epitelial  que tiene su entrada en los  espifeculos y provee  oxigeno  a

todos  los  tejidos   del   organismo.   Durante   el   estadio   10   de   la   embriog6nesis   el

sistema   traqueal   inicia    su    formaci6n   a   partir    de    10    pequefios    grupos    de

aproximadanente  40  c5lulas situadas  a  ambos  lados  del  embri6n,  estos  primordios

se  ubican  desde  el  segmento toricico 2  hasta el  segmento  abdominal  8.  Mediante

una  serie   de  movimientos   celulares  coordinados,   las   c6lulas   epiteliales   de   los

primordios  conhaen  su  extremo   apical  y  se  invaginan,  en  un  proceso  similar  al
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descrito para las  c5lulas  de ]as  glindulas  salivales. Al momento  de  invaginarse,  las

c6lulas  traqueales  entran  en  su  ultimo  ciclo  mit6tico.  Una  vez  intemalizadas  las

celulas,  foman  pequefios  sacos  epiteliales  de  80  c6lulas  cads  uno,  generando  un

sistema traqueal  de  1600  c6lulas,  ya  que  la formaci6n  de  la red  traqueal  se  deberd

exclusivamente  a los  cambios  de  forma y tamafio  de  estas  c5lulas  acerman y  col.,

2006).

Los  actividades   coordinadas   de   los    factores   de   transcripci6n   temprano

regular  la  expresi6n  del  gen  breafb/eEs  @f/J,  el  cual  codifica  para un  receptor  de

Fibroblast  Growth  Factor   a7GF),   esencial  para  la  migraci6n  celular  dentro   del

desarrollo   del   sistema  traqueal.   Una   vez   que   las   c5lulas   traqueales   se   han

intemalizado  formando  los  sacos traqueales, pequefios grupos de c6lulas en distintas

posiciones denfro de los sacos inician la migraci6n para fomar las principales ramas

del  sistema traqueal.  En este proceso,  las celulas  de  la  traquea  generan  filopodios

hacia  I as   c6lulas  no  traqueales  que  producen  el ligando  Branchless  a3nl),  ligando

de tipo FGF. Las c6lulas que dingen esta migraci6n son fas que reconocen el lf gando

Bud  siendo  conocidas  como  las  c6lulas  de  la punta,  la  cuales  en  el momento  de  la

migraci6n arrastran cousigo las demfs c5Iulas traqueales en un proceso de intercalaci6n

celular  (Caussinus  y  col.,  2008).  Este  proceso  se  inicia  a  partir  de  un brote    de

ramificaci6n,    dirigido   por   las    c6lulas    de    la   punta,    formado    por   un   tubo

compuesto por c6lulas  organizadas  en pares  a lo  largo  del  eje  de  este  brote (figura

2A). I,uego cada c6lula forma rna primera uni6n 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  formaci6n   de   estas   uniones   las   dos   c6lulas   parecen
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deslizarse   una    sobre    otra   e   intercalarse    (figLma   28,   RIbeiro    y    col.,    2004).

Posteriormente,  el  lumen  de  los  tubos  del  sistema traqueal  se  expande  de  manera

unifome  gracias  a  la  seereci6n  confrolada  de  quitina hacia  el  lutnen,  y   luego  que

los   tubos   traqueales   han   alcanzedo   la   madurez,   la   matriz  baseda  en  quitina  es

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

Figura 2: Migraci6n e intercalaci6n ce[ular. (A) Migraci6n celular dirigidas
por las o61ulas de la punta (CP) desde un brote traqueal que darn origen a un
brazo   traqueal   (Sanakovlis   y   col.,    1996).   Esta   migraci6n   provoca   la
intercalaci6n   celular   0),   la   cual   muestra   como   progresan   las   uhiones
autoadherentes en las c6lulas traqueales (flechas) (Ribeiro y col. 2004)
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La  migraci6n  traqueal  es  un  proceso  que  se  inicia  una  vez  fomado  los

sacos traqueales  donde las  c5lulas  se  dirigen hacia direcciones  que  tienen un patr6n

bastante estereotipado,  para  formar  las  principales  ramas  de  la red  tubular traqueal

(figura  3).   La  arteria mayor   de   la  riquea   es   el   tronco   dorsal   @T),   el   cual

conecta  todos  los  segpentos traqueales  (o metineros)  a lo largo  del  eje  anterior-

posterior del embri6n. Una conexi6n mis  fina  entre  todos  los metineros  se  forma

mds lateralmente y es denominada como tronco lateral  qT). El conectivo transverso

Crc) conecta el DT y LT dentro de cada metinero. Adicionalmente, dentro de cada

segmento traqueal surgen otros brazos prinofpales, dentro de los cuales se incluyen el

brazo  dorsal  @8)  que  migra  dorsalmente  para  proveer  de  oxigeno  a  fas  c6lulas

uhicadas  en la secci6n dorsal  del embri6n;  el brazo ganglionar  (GB),  el  cual  migra

ventralmente para sumhistrar oxjgeno  al  sistema nervioso  central  de DrasopAz./cz;  y

el  brazo  visceral  (VB)  que  se  forma  de  la  mayon'a de  los  metineros  que  migra

intemanente  para  oxigenar  las  visceras  del embri6n. Finalmente,  la red tubular del

sistema traqueal esta coustituida por cuatro tipos de tubos, tipo I, 11,  Ill y IV,  que se

diferencian por el ndmero de celulas  que cubren  el lumen y por el diinetro del tubo

Qceman y col., 2006).
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Figura  3:  Desarrollo  de]  sistema  traqueal  de  D.  melanogaster.  (A)
Migraci6n  de  las  c6lulas  de  la  punta  para  former  los  distintos  brazos
traqueales del sistema. En el estado 14 se indica con una flecha la fusi6n del
DT. En el estado 15 se indica con una cabeza de flecha la fusi6n de los DB
y de los LT (Samckovlis y col., 1996). a}) Desanollo de la utquea, desde el
estado I 1 donde se foman los sacos traquedes hasta el estado 16, en el cual
el  sistema traqueal  esfa pridicamente  fomedo  en su totalidad  (Flybase).
Tronco  dorsal  @T), tronco  dorsal  anterior a)Ta), fronco  dorsal  posterior
(DTp),  tronco  lateral  (LT),  tronco  lateral  anterior  a.Ta),  tronco  lateral
posterior  a,Tp),   conectivo  transverso   (TC),   brazo  dorsal   a)B),   brazo
ganglionar (GB), brazo visceral (VB).
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2.         Funci6n de las GTpasas en [a morfog5nesis tubular.

Los  cambios  de  formas y  movimientos  celulares  durante  el  desarrollo  de

D.  meJ¢z7?ogas/er se deben a la reorganizaci6n del  citoesqueleto  de actina.  El  control

de la onganizaci6n  de  los  fflamentos  de  actina  en  estructuras  especializadas de  la

c6lula depende de la actividad de la familia de las RhoG'Ipasas: Rho, Rae y CDC42

(Jaffe y Hall,  2005).  Estas proteinas  ciclan  entre  Lin  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.  I.as proteinas  respousables  del  estado

de  activaci6n de las RhoGTpasas  son:  los   GDls  (Guanine  nucleotide  Dissociation

hhibitors),  los  cuales  capturan  a  la RhoGTpasa  en  su  estado  inactivo,  los  GAPs

(GTpase  Activating  Proteins),  los  que   estinulan  la  actividad   intrinseca   de   las

GTpasas,  y finalmente  las  GEFs  (Guanine nucleotide Exchange  Factors),  los cuales

facilitan  el  intercanbio  de  GDP  por  GTP,  favoreciendo  asf  la  activaof 6n  de  las

RhoGTpasas (Schmidt y Hall, 2002).

Durante  la  tubulogchesis  embrionaria  las  GTpasas  regulan  varios   de   los

procesos morfogen6ticos que sustentan la diferenciaci6n de las glindulas salivales y de

la  triquea.  Es  asi  como  Rhol   dirige  la  constricci6n  apical  de  las  c5lulas  de  las

glindulas  salivales O[u  y  col.,  2008)  y  del  sistema  traqueal  @rodu  y  Casanova,

2006),  promoviendo  su invaginaci6n. Por otro lado, las Rae GTpasas, Racl, Rac2 y

Mtl estin involucradas en la reorganizaci6n  de  las  uniones  celulas-c5Iulas  mediadas

por E-cadherina,  afeetando  la migraci6n celular durante el desarrollo de las glindulas

salivales  ¢irraglia  y  col.,  2006;  Pirraglia  y  Myat,  2010;),  y  en  el  desanollo  del
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sistema  traqueal  participan  tanto  en  la migraci6n  como  en  la intercalaci6n  celular

(Chihara, 2003). Por su parte, Cdc42 controla el  tanafio  del  lumen  de  las  glindulas

salivales  a  trav6s  de  un  mecanismo  que  involucra  la  endocitosis  de  E-cadherina

G'irraglia y col., 2010), y ademds Cdc42 esta involucrada en la extensi6n de filopodios

durante el proceso de migraci6n del sistema traqueal (Wolfy col., 2002).

3.         RhoGEF3 un nuevo GEF en Drosophila me]anogaster.

La   capacidad   de   las   RhoGTpasas   de   paticipar   en   distintos   procesos

morfogeheticos  indica  la  existencia  de  un  mecanismo  que  permita  regular  espacial

y temporalmente ]a actividad de estas proteinas. La regu]aci6n fina de las RhoGTpasas

es  responsabilidad   de   las   proteinas    GAPs   y   GEFs,    las   cuales   pemiten   la

activaci6n   de  diversas   vias   de   §efializaci6n.   Se   han   identificado   22   genes   que

codifican   potenciales   RhoGEFs   aftyBase),   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  morfog5nesis  de  Zhosop7„./a

me/czHogr25/er.   En   un   trabajo   previo   del  laboratorio   (Zdfiiga   y   col.,   2009)   se

identific6   el   gen  r7IogeL#   que   codifica  para  un intercambiador de  nucle6tidos  de

guanina o  GEF.  La proteina RhoGEF3  presenta varios dominios  conservados  como

DH  @bl  Homology  Domain),  que  defina  la  especificidad de la proteina por rna o

mds   GTpasas;   PH   a'leskstrin  Homology   Domain)   que   reconoce   y   se   one   a

fosfolfpidos,   definiendo   la   localizaci6n   subcelular   de   la  proteina;   y   SH3   (Sarc

Homology  Domain),   dominio   que   esfa   involucrado   en   la   interacci6n  proteina-
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proteina.  Ademds  se  demostr6  que  en  c6lulas  S2R+  de  Drosopfaz./cr,  RhoGEF3  es

necesaria para la conecta  formaci6n de  lanelipodios, lo que  sugiere que su funci6n

seria regular  la  GTpasa  Racl. Ademds, mediante  ensayos  de  hibridaci6n  7.»  sz.r#  se

detect6  la presencia  de  transcritos  del  gen rihageL6  en  9lindulas  salivales  y  sistema

traqueal   durante   los   estadios   15-16   del  desarrollo   embrionario   de   D7.asopfrz.Ja,

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

HIPOTESIS.

La proteina RhoGEF3 esta involucrada en la fomaci6n de las glindulas salivales

y del sistema traqueal durante el desarollo embrionario de J}osop7„./a me/c77!ogz7sfer.

Objetivo General.

Deteminar  la  funci6n  de  la  proteina  RhoGEF3  en  la  tubulog6nesis  de

JtrasopAz./c7 7»e/<z»ogus/er, usando como modelo las glindulas salivales y el sistema

traqueal.

Obj etivos Es|}ecfficos.

1.  Deteminar  el  efecto  de  pdrdida  de  funci6n  de  RhoGEF3  sobre  la  formaci6n  de

glindulas salivales y triquea.

2.  Identificar I.n 1/fro la GTpasa candidata para ser activada por RhoGEF3.

3.  Generar  un   anticuexpo   a-RhoGEF3   y   analizar   la   localizaci6n   de   la   proteina

RhoGEF3 en D. me/a#ogrsfer.



1.   Mteria]es

Materia]es y M6todos

1.I.    Cepas de Drosophila melanogaster.

Se  utilizaron  cuatro  cepas de D. meJc!7zogasfer  que  expresan RNAs  de  doble

hebra (dsRNA) disefiados para silenciar el gen rhogejp, estas fueron:

i.    w]]]8;   P{GD7547}v31718   obtenida   de   Vierma   DrasopfeJ./a   RNAi   Center

apRC).

ii.  NIG1225R-2 de Fly Stocks of National IIistitute of Genetics QIIG -FLY).

iii. y]   v];  P{TRip.JF01153}attp2  proveniente   de  Bloomington  Drasopfa!.Jcr   Stock

Center.

iv. y] v]; P{TRip.JF01154}attp2 de Bloomington Drasopfr!./a Stock Center.

Todas   estas   cepas   de   Drosopfaz./as    expresan   dsRNAs   dirigidos    contra

diferentes regiones ex6nicas de rhog¢ bajo el control del sistema GAL4-UAS a3rand

y Perrimon 1993).

Las   siguientes   cepas   fueron   obtenidas   de   la   colecci6n   de   Bloomington

Stock Center de la Uriversidad de hdiana, Estados Uhidos:

i.     w*;   P{GawB}332.3:   dirige  la  expresi6n  de   GAIA   en  glindulas  salivales  y

ainoserosa.

ii.    w*; P{GAI,4-btl.S}2, P{UASp-Act5C.T:GFP}2: dirige la expresi6n del factor de

transcripci6n GAL4  en c6lulas traqueales y ademds expresa la proteina de fusi6n

actina-GFP en c61ulas traqueales.

-12-
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jii.    w*;  P{UAS-lacz.B}Bg4-2+b:   expresa  el   gen  /acz  bajo  la  direcci6n  de   la

secuencia UAS.

iv.    y]   w*;  P{UAS-Racl.L89}6:  expresa  el  dominante  negativo  RaclL89  bajo  el

promotorUAS.

v.     y]  w*;  P{UAS-Racl.N17}l:  expresa  el  dominante  negativo  RaclN17  bajo  el

promotorUAS.

vi.    w*;  P{UAS-Cdc42F89}3:  expresa  el  dominante  negativo  Cdc42F89  bajo  el

promotor UAS.

vii.   w*;  P{UAS-Cdc42.L89}4:  expresa  el  dominante  negativo  Cdc42L89  bajo  el

promotorUAS.

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

promotorUAS.

1.2.    Vedores.

Para el desarrollo de esta tesis se utilizann los siguientes vectores:

i.      PGEMT-Easy   Chomega):   vector   que   contiene   los   promotores   SP6   y   T7

flanqueando  la  regi6n  de  clonamiento  y   rna  secuencia  que  codifica  para  la

enzima P-lactamasa que confrere resistencia a Ampicilina. Este fue utilizado para

clonar productos de PCR en los procesos de subclonamiento.

ii.     PGEX-6P1   (General  Electric  Healthcare): vector   de   expresi6n   en  bacterias.
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Contiene un sitio de multiclonamiento en la regi6n correspondiente al C-terminal

de GST (Glutati6n S-Transferasa), permitiendo generar una proteina de fusi6n a

GST,   cuya   expresi6n   es   inducible   por   isopropil-P-D-1-tiogalactopiran6sido

apTG).

iii.    PGIBS-LYS:   Adquirido   en  American  Type   Culture   Collection   (ATCC,   cat.

#87482,).   Derivado   del   vector  pBluescript  11  KS+,   posee   un   marcador   de

selecci6n ampR y un origen de replicaci6n prml, fl. El gen posee en  su extremo

una secuencia de poliA agregada artificialmente y un sitio de uni6n para la RNA

polimerasa T3. Fue utilizado en la sintesis i.n vz.fro del RNA de Lisina.

I.3.    Partidores.

•     Clonanliento de 7ihoge/3.

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

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

codifica para el extremo amino y carboxilo de la proteina RhoGEF3 de D. "e/aHogus}er.

Tabla 1: Parddores utilizados en el proceso de clonaniento del gen 7.*ogep.
_partidor

Secuencin

.aJi
DmRhoGEF3-sl3 5'-ATGATGGAATrcATGGTrACATATCACTTrcGGTc-3'

DmRhoGEF3-al6 5'-TCATCACTCGAGACTATCGCTGTCGCTATCCTC-3'

i,5
±oGEF3-sl4 5'-ATGATGGAATTCCTATACGTATCAGAGATGACTG-3'

DmRhoGEF3ral7 5'-TCATCACTCGAGCGCTGAGGAGCTGTccGTrG-3'
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•    PCRcuntitativo (qpcR).

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,  Pl   y  P2

respectivanente, partidores que reconocen diferentes regiones del gen rfeogep.

Tabla 2: Partidores utilizados en la realizaci6n del qpcR para r7}oge;S.

partidor__ Secuencia Tin (OC)

i DmRhoGEF3RT-sl 5'-CATACCCTCGAGCCCTGA-3' 56

I-oGEF3RT-al 5'-AccGTCTGTATCGTrcccT-3' 56

a
DrfuoGEF3RT-s2 5`rfeTGCTCGCITCITCCTGc-3' 56

DmREOGEF3RT-a2 5'-AGATGAAGTGacTccGCTI`-3' 56

1.4.    Cepas Esehericliia colj.

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

i.   Drlfa  anvitrogerL  F-  qi80JclczAM15  A(/aczYA-argF)  U169  recAl   e]7dAl

hsdRI7 ¢rf , ink+) phoA saprEA4 * th{1 gyrA96 relALI) de Escherichia colt.

Esta     capa     contiene     un     marcador     (qi80JaczA     M15)     que     prove

complementaci6n al gen de la B-galactosidasa presente  en el vector PGEMIL

Easy,  permitiendo  la  identificaci6n por  color  de  las  colorias  transfomantes

positives.
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ii. BL2l de Jischerz-ch!.a co/I.. Esta capa fug utilizada para la expresi6n de protofnas

recombinantes ya  que  carece  de proteasa Ion y  de  la proteasa  de membrana

extema  ompT,   que  podrfan  degradar  proteinas  recombinantes   durante  su

expresi6n.

2.          M6todos.

2.1.    Co]ecta de embriones e inmunofluorescencia.

Los  embriones D.  7"eJcz»ogicasfgr fueron ovopositados en rna placa de  agar al

2%  en jugo  de  uva y extraldos  de  la  placa  con  soluci6n  PBS  @uffer  de  Fosfato

Salino,  137 inM Nacl, 2,7 nin4 Kcl, 4,3 mM Na2HP04.7H20, I,4 inM KH2P04, pH

~7,3) conteniendo 0,05% v/v Trit6n  Q'BST).  Los  embriones  fueron  descorionizados

con    50%    v/v    de    hipoclorito    de   sodio    comercial    (Clorox)    en    PEST    y

desvitelinizados  con  0,05  M EGTA en metanol 100%. Los  embriones fueron fijados

con  rna  soluci6n  de  heptano:  PEM  (0,lM Hepes pH 6,8,  0,00lM EGTA,  0,001  M

Mgc12):  37%  Fomaldehido  Q4erck)  en  rna  raz6n  de  3:3:I.  Los  embriones  se

almacenaron  en  metanol   100%  a  -20°C.  Pana  realizar  la  inmunofluorescencia  los

embriones   fueron   rehidratados   con   PEST,   se   bloquearon   con  BSA   (suero   de

albumina bovina)  al  5%  p/v  en PEST.  Luego  los  embriones  se  incubaron  con  los

anticuexpos primarios c[-Crumbs (1 :50), a-a-galactosidasa (I :250),  ambos anticuexpos

fueron  obtenidos  de  Developmental  Studies  Hybridoma  Bank  @SIE),  y  a-  GFP

(1:500),  proveniente  de  hvitrogen.  Todos  estos  anticuexpos  fueron  diluidos  en  una

soluci6n  con  BSA  al  5%  p/v  en  PEST,  durante  16  horas  a  4°C  en  agitaci6n.  Se
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utilizaron los  anticuelpos  secundarios  a-rabbit  488  (I:800)  y  ounouse  Cy3  (I:800),

ambos anticuerpos   provenientes   de   Jackson   himunoResearch   Laboratories,   Inc.

Ademfs   se utiliz6  Tapro  (1:250,  hvitrogen),  mol6cula  que  se  une  al  DNA,  los

anticuelpos secundarios y el To-pro fueron diluidos en una soluci6n con BSA al 5%

p/v en PEST. Los embriones fueron montados en un medio m6vil, el cual cousiste en

glicerol  y  2  M Tris  pH  8,8   en  una  raz6n   de  9:1.  Este  medio   de  montaje  mos

permiti6     orientar     los    embriories    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   im5genes

fueron adquiridas con el software LSM Examiner (Zeiss) y tratadas con los programas

ImageJ y Adobe Photoshop CS.

2.2.    Erfucci6n de RNAy sfntesis de CDNA.

EI RNA total fue extraldo desde  100 pl de embriones homogenizados en  1  ml

del  reactivo   TRkol®   (Ambion).   Luego   de   agregar   250   lil   de   cloroformo,   la

mezcla  fue sometida  a  agitaci6n  y  centrifugada  a  13.000  revoluciones  per  minuto

(xpm)  por  15 min  a  4°C,  y   el  RNA  presente  en  la  fase  acuosa  fue  rescatado.  EI

RNA    total    se   precipito   usando   un  volumen   de   isopropanol,   seguido   de   rna

centrifugaci6n a 13000 Ipm por 15 min a 4°C. EI RNA precipitado se lav6 con etanol

75%  fiio,  centrifugando  a  13000  rpm  por  15  min  a  4°C,  finalmente  el  RNA  fue

resuspendido  en  20  lil  de  agua  libre   de  nucleasas.   Se   obtuvo   un  rendimiento
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promedio  de  5,80  pg/prl  para  embriones controles y de  10,11  pg/pl para  embriones

tratados   con  dsRNA  contra  r*og¢.   Todas  las  muestras  fueron  llevadas  a  rna

concentraci6n final de 500 ng/pl.

ha  sintesis  de  CDNA  se  llev6  a  cabo  utilizando  la transcriptasa  reversa  del

virus de leucemia murina Moloney Or-NIV RT, Promega) con 0,5 iig de partidores

oligo dT 15 primers  ahomega).  I.a retrotranscripci6n se  realiz6  a partir de  2  Lig  de

RNA total, ademds a esta reacci6n se le agreg6 antes de comenzar 0,2 Hg de un RNA

Spz.fag  poliadenilado  a.isina  provenientc  de  Bacz.//us  szt6fz./is),  el  cual  mos  pemitiri

nomalizar los  datos.  Se  obtuvo  una  concentraci6n  final  de  0,99  LIB/LIL  desde  RNA

de  muestras  control,  y   una  concentracich  de  1,16  pg/pl  de  CDNA  desde muestras

tratadas con dsRNA. Ambas muestras fueron llevadas a una concentraci6n final de 200

ng/prl. La cuantificaci6n de los acidos nucieicos fue realizada en el equipo Nanoquant.

23.   PCR cuantitativo en tiempo real aITqpcR).

Para  las  reacciones  de  amplificaci6n  mediante  qpcR  se  utiliz6  el  sistema

Lichtcycler®  Faststar  DNA  Master  SYBR  Green  I  en  un  equipo  Lichtcycler®

2.0 Instrument Qoche). Cada reacci6n fue realizada mezclando 200 ng de CDNA, 0,5

iiM de cada partidor,  I  [iL de Faststart Reaction Mx SYBR Green I,  I  iiL  de  25

mM  de  Mgc12,  en  un volumen  final  de   10  |lL.   EL  programa   de  amplificaci6n

consisti6 en una  etapa  de activaci6n a 95  °C por  10 min,  seguida  de  40  ciclos  de

amplificaci6n   que   consistian   en   2   s   de   desnaturalizaci6n   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 expresi6n relativa fueron calculados a partir

de los croSsz.ng poz.#rs (Cp) en un nivel constante de fluorescencia y la eficiencia a3)

de los partidores, utilizando  el  modelo  de ouantificaci6n relativa segivn Pfaffl,  2001.

Brevemente, a partir de los valores de Eq' de la muestra problema y del control, ambos

nomalizados por los valores  de  ECP obtenidos  para  el  fp;.fe  lisina,  se  obtienen  las

variaciones re]ativas entre las condiciones comparadas (ecuaci6n I).

Ecunci6n 1
Esp,keep

E"estracp

2.4.   Preparaci6n y transformaci6n de c6lulas competente.

2.4.1. Preparaci6n de c6]ulas competentes.

En  loo  ml  de  medio  18  a,ysogeny  Broth,  10  g/I  Triptona,  5  g/1  extracto

de levadura, 10 gn Nacl) se inocularon 4 ml de c6lulas E. coJi. BL 21 crecidas por 16 h

a  37°C.  Una  vez  que  el  cultivo  alcanz6  una  densidad  6ptica  (OD)  entre  0,4  -

0,6,  se centrifug6 por 15 min a 2.500 rpm. Las c6lulas fueron resuspendidas en 50 ml

de 0,1 M Cac12 ffio, luego se incubaron en hielo por 30 min. El cultivo se centrifug6

por  15  min  a  2.500  rpm  y  el  pellet  celular  fue  resuspendido  en  3  ml  de  0,1  M

Cac12:  glicerol  en raz6n  7:3,  frio.  Finalmente   se  generaron alicuotas  de   30  Hl  que

fueron grardadas a -80°C.
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2.4.2. Transfolmaci6n bacteriana.

Para   la   trausformaci6n   quinica,   30   prl   de   c6lulas   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  agreg6   1   ml  de  medio  LB  y  las  celulas  fueron  inoubadas  a  37°C  con

agitaci6n  vigorosa por  1,5 h,  y luego  fueron sembradas  sobre placas  de medio  LB-

Agar al 2% p/v sxplementado con Ampicilina a una concentraci6n final de 50 LLg/ml.

2.5.   Erfucci6n de DNA plasmidjal.

Miniprep:  Tres  mL  de  bacterias  crecidas  16  h  a  37  °C  en  medio  LB  fueron

centrifugados, el sobrenadante fue descartado y las celulas fueron resuspendidas en 200

prL  de  soluci6n  1  (50  mM  Tris,  10  mM EDTA),  luego  las  bacterias  fueron  lisadas

agregando 200 pL de soluci6n 2 (1% p/v SDS, 0.2 M NaoH), neutralizadas con   200

pL de soluci6n 3  (3M KCH3C02,11.5  % v/v CH3Cooxp y finalmente cendifugadas

a  13.000 x g par  15  min.  El sobrenadante  se mezcl6 vigorosamente  con  600  prL  de

fenol:cloroformo:alcohol  isoamilico  en  una  proporci6n  25:24:1,  y  se  centrifug6   a

13.000 x g par  10 min,  la fase acuosa rescatada fue mezclada vigorosamente con 420

prL de isopropanol y centrifugada a  13000  x g por  10 min.  El precipitado  fue lavado

con  1 mL  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.   EI   RNA   fue

degradado adicionando   1   prL  de  RNAsa  A   10  mg/inL  e  incubado  a  37°C  por  30

min.  I.as muestras fueron analizadas mediante electroforesis en geles de agarosa.
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Todas  las  electroforesis  de DNA se  llevaron  a  cabo  en geles  de  Agarosa  al

1%  giv  en  soluci6n  TAB  (40  mM  Tis,  I.1%  wh  Acido  Ac5tico,  2  mM  EDTA)

conteriendo una concentraci6n final de 0,5  LLg/ml de bromuro de Etidio a3tBr). Para

las   mediciones  de  tamafio  y  nasa  fue  utilizado  el   estindar  1   Kb   Gene  Ruler

¢ermentas).

2.7.    Expresi6n y |iurificaci6n de proteinas recombinantes.

2.7.I. Expresi6n de |iroteina fusi6n a GST

Se  clonaron fragmentos nucleotidicos  correspondientes  a los  extremes  amino

y carboxilo teminal de  la  proteina  RhoGEF3 en el  vector  PGEX-6-Pl. Los vectores

fueron transformados en la capa E. coJz. BL21.

En  10  ml  de  medio  LB  suplementado  con  Ampicilina  50  Lig/ml  a,B-Amp)

se inocularon 200 pl de un cultivo crecido por 16 h en medio LB-Amp a 37 °C. Las

c6lulas  se   dejaron   crecer  hasta  alcanzar  un   OD  enrfe  0,6  -  0,7.   Con   el   fin   de

determinar  el tiempo requerido para inducir la expresi6n de RhoGEF3 recombinantes

se agreg6 FTrG a rna concentraci6n de  1 mM y luego de  1, 3, 5 y  16 h de cultivo a

37DC con agitaci6n a 140 rpm, las celulas fueron centrifugadas por 5 min a 9000 rpm,

El pellet celular  fue resuspendido  en   i  ml   de  PBS y   se   agreg6   una  mezcla   de

inhibidores  de  proteasas  Qlalt*  Protease hhibitor Cocktails, Thermo Scientific). Las
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c61ulas fueron lisadas mediante sonicaci6n y fraccionadas  en un  gel  de  SDS-PAGE.

Una vez confrmada la inducci6n,  se generann fiacciones solubles e insolubles para

analizar la presencia de la proteina fusi6n a GST en las  distintas  fares de preparaci6n y

en   cada   tiempo   de   inducci6n.   Una   vez   inducida   la  expresi6n  de  la  proteina

RhoGEF3 recombinante,  las c5lulas se sonicaron para provocar la lisis celular y luego

se  incubaron  con  trit6n  a  una  concentraci6n  final  de  1%  v/v  por  30 min  a  4°C.

Posteriomente se centrifugaron a 12.000 x g por 10 min a una temperatura de 4°C, el

sobrenadante  fue recuperado  y  traapasado  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 froccionadas y

analizadrs en un gel de SDS-PAGE.

Con  el  fin  de  determinar  la  concentraci6n  6ptima  de  IPTG  se  procedi6  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 inducci6n.

2.72. Solubilizaci6n de proteina fusi6n a GST.

Las  condiciones  6ptinas  determinadas  en  el  paso  anterior  fueron  5  h  de

inducci6n con  0,1  mM  de  IPTG.  El  cultivo  se  centrifug6  a  9000  rpm por  5  min y

las c6lulas  fueron resuapendidas en buffer STE  (10  mM Tris pH  8,  150  mM Nacl,

1mM  EDTA)  suplementado  con  lisozina  a  rna  concentraci6n  de  0,67  mg/ill  e

incubadas  15 min  en  hielo.  Se  agreg6  5  mM  de Ditiotreitol  a)TT),  inhibidores  de

proteasas   Qlalt*  Hotease  Inhibitor  Cocktails,   Themo   Scientific)  y   sarkosyl   en
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distintas concentraciones, 0%, 0,5%,  I,0%,  I,5%, 2,0%, 3,00/a v/v en buffer STE, para

determinar la condici6n  6ptima. I.as  c6lulas  fueron lisadas mecinicamente mediante

sonicaci6n,  centrifugadas por  10 min a  13.000 Ipm.  Tanto la fracci6n  sobrenadante

como el pellet fueron analizados mediante un gel  de  SDS-PAGE.  La proteina  GST-

RhoGEF-NH2  se solubiliz6 con I,5% v/v de sarkosyl y la proteina GST-RhoGEF3-

COOH con 1,0% vfr de sarkosyl.

2.73. Purificaci6n de ]a protein de fusi6n a GST.

Las   proteinas   de   fusi6n   a   GST   soluble,   GST-RhoGEF-NH2   y   GST-

RhoGEF3{OOH  fueron  purificadas  por  cromatografia  de  afinidad  mediante  rna

resina de Glutati6n-Agarosa (Sigma). Las proteinas solubles se incubaron con 1  ml de

resina durante 45 min a 4°C con agitaci6n, pemitiendo la union del extremo GST de

la proteina fusi6n a la Glutati6n-Agarosa. Luego, la fase m6vil de la cromatografia fue

eliminada de  la resina y fue  lavada  con  PBS  4  veces  por  10  min  con  agitaci6n

suave,  proceso  en  el  que  se elininan  las  mol6culas  que  no  presentan  afinidad  al

glhati6n  presente   en   la  resina.  Posteriomente  la  proteina  de  fusi6n  a  GST  fue

retirada de la resina utihado buffer de eluci6n (75 mM Hepes pH 7,4, 150 mM Nacl,

10 mM Glutati6n en su foma reducida, 5 mM DTDquercadcLpimentel y col., 2002).

Este buffer contiene givtati6n reducido que es la mol6cula que presenta afinidad por

el extremo GST de las proteinas GST-RhoGEF3-NH2 y GST-RhoGEF-Coon Por lo

tanto se gener6 una condici6n de exceso de 8lutati6n en la fase m6vil que es loo veces

mayor que  en  la fase estacionaria (resina).  De  esta  manera  se  pudo  generar  rna
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competencia  entre  los  sustrato  9lutati6nragarosa versus  glutati6n  libre  en  soluci6n,

donde el equilibrio de afinidad del extremo GST se desvia hacia  el  sustrato  libre,  es

decir,  glutati6n reducido  presente  en  la  fase  m6vil, llevando a cabo la obtenci6n de

las proteinas  de fusi6n a GST desde  la resina. Debido a los resultados obtenidos  en

este paso, todos los procesos  de producci6n y purificaci6n se escalaron solo para la

proteina de fusi6n GST-RhoGEF3-C00H a I I de cultivo.

Una vez purificada la proteina GST-RhoGEF3-C00H proveniente de  I  I de

cultivo,  el  paso  siguiente  fue  eliminar  el  extremo  GST  de  las  proteinas  de  fusi6n.

Para cumplir  con  este  objetivo  fue  necesario  dializar  fas  proteinas  presentes  en  el

buffer de eluci6n utilizando una membrana de celulosa (Snakeskin Dialysis  Tubing,

7K MWCO, Themo Scientific) que tiene un corte de peso molecular igual a 7 kDa,

permitiendo la difusi6n del givtati6n y no de la proteina GST-RhoGEF-COOH.  Esta

dialisis  se  realiz6  en  21  de  buffer  de  clivaje  (50  mM  Tris-Hcl  pH:  7.0,  150  mM

Nacl,   1mM  EDTA,   linM  DTI',   0,01%  v/v  Tween).  La  proteina  dializada  fue

incubada con la resina Glutati6n-agarosa durante 45  min a 4°C  con agitaci6n suave,

pemitiendo la incoxporaci6n  de  la  proteina  de  fiisi6n GST-RhoGEF-COOH  a  la

resina. Luego, la proteina fue lavada con el buffer de clivaje. ha proteina de fusi6n a

GST que fue incorporada en la resina,  se incubo en  1  ml de buffer de clivaje con la

enzina Prescission Protease (General Electric Healthcare),  que tanbi6n presenta un

extremo  GST, el cual pemite  la uni6n a la resina, y no presenta la secuencia blanco de

esta misma enzima. Por lo tanto, la enzina es capaz de proteolizar a la proteina GST-

RhoGEF3-COOH dejando libre en soluci6n a RhoGEF3-COOH, y a su vez quedando

acoplada mediante el  extremo  GST  a,  la  resina. La  fase  m6vil, la cual contiene  la
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proteina    RhoGEF3-COOH,   se    recuper6    y    guard6    a    -20°C.   Finalmente    se

eliminaron las mol5culas que quedaron en la resina mediante buffer de eluci6n.

2.8.    E]ectroforesis de protofnas (SDS-PAGE).

Muestras de proteinas  fueron frocionadas en geles  de Acrilamida al  10-12%

y  SDS   @odecil   Sulfato   de   Sodio)   al   0.01   %  piv,   en   cinaras   verticales   de

electroforesis Miniprotean n Q}ioRad) de aouerdo con protocolos estindares Qlarlow

y Lane,  1999). Los geles fueron tefiidos en rna soluci6n de Azul de Coomasie al 0.1

%  p/v  en Acido Ac6tico  10% v/v y Metanol  50% v/v en  agua  destilada.  Los  geles

fueron destefidos en una soluci6n de Acido Ac6tico  10% v/v y Metanol  10% v/v en

agua destilada, y fueron fotografiados usando el prograna Kodak lD.

2.9.              Cuantificaci6n de protefnas.

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

y una curva estindar de BSA.

2.10.            Erfuacci6n de proteinas desde larvae de I)rt7sojrfu./a mg/a#ogas/er.

Se  colectaron 50  larvas  de Z»osopfrz./z7 que  fueron homogenizadas  en  150  Ltl

de buffer RIPA a:tis-Hcl 5 inM pH 7,5, Nacl  10,5 mM, NI40 0,1%, SDS 0,02%,

EDTA 0,2  mho  con  2,5  pl  de  inbibidores  de  proteasas  uralt*  Protease  Inhibitor

Cocktails, Themo Scientific). Finalmente, se agreg6 80 pl de buffer de carga 4x (SDS
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22%,   glicerol   0,4%,   This   I   M   pH   6,8,   azul   de   bromofenol   0,04%   p/v,   P-

mercaptoetanol 25%), Ias muestras fueron froccionadas en geles  SDS-PAGE para el

posterior analisis mediante Western blot.

2.11. Western Blots.

Geles   de   SDS-PAGE   fueron   electrotransferidos   a   membranas   de   PVDF

(Polivinilideno Fluoruro, Millipore), previanente activadas en metanol  100% durante

30   s,   durante   12  h  a  20  volts  o   I   hera  a   loo  volts  a  4°C   en  m6dulos   de

electrotransferencia   Miniprotean   11   a3ioRad).   La   presencia   de   proteinas   en   la

membrana de PVDF fue verificada per tinci6n con Rojo Ponceau al  1% p/v (Sigma).

Las  membranas  fueron  bloqueadrs  en  leche  descremada  al  5%  p/v  en  soluci6n  de

lavado (100  inM Nacl,  20  mM  Tris  pH  7.4,  0.1%  v/v  Tween  20)  por  I  h  y  los

anticuerpos fueron  diluidos  en  leche  descrenada  al  3%  en  esta misma  soluci6n  de

lavado.  I.as membranas fueron incubadas con el anticuelpo primario por  16 h a 4°C

con   agitaci6n  suave.   Se  utlizaron  como  anticuerpos  primarios   c(-GST  (I:10000,

General Electhc Health  Care).),  y  el  antiouexpo  a-RhoGEF3,  generado mediante la

inyecci6n de la proteina RhoGEF3 purificada a conejos por Pacific inmunology®, a

rna  diluci6n  de  1:loo  para  el ensayo con muestra de proteina recombinante,1:1000

para experimentos con extracto de proteina desde larvas de »osopJ"./a "e/c!#ogtzsfer.

El exceso de anticuelpo primario se elimin6 lavando las membranas cuatro veces por

5 min en la soluci6n de lavado. Posteriomente  el  anticuerpo  secundario  acoplado  a

Peroxidasa  Gnp,  Jackson   himunoResearch    Laboratories,    Inc),   fue   diluido   en
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leche  descremada  al  3%  p/v,  incubando  las  membranas  por  1   h  a  temperatura

ambiente  con a8itaci6n  suave. Los  anticuexpos  secundarios  fueron  lavados 4  veces

por   5   min   en  soluci6n  de  lavado.  La  uni6n  del  anticuei|}o  a  la  membrana  fue

detectada utilizando  el rcactivo Supersigral  West  Pico  Chemiluminiscent  Substrate

(Thermo  Scientific).  Las membranas fueron expuestas a films radiogrfficos, reveladas

y fijadas (AFGA).

2.12.   Analisis estadisticos.

En este trabajo se Lrilizaron dos analisis estadisticos, los cuales fueron los test de

Chi-cuadrado  (rf)  y  test  de  Stnderty  ambos  analisis  se  realizaron  con  el  software

STATISTICA.
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Resultados

1.    Determinar el  efecto  de p6rdida de funcj6n  de RIIOGEF3  en  ]a  formacj6n

de g]findulas saliva]es y trfqueas.

Con el fin de analizar el efecto de perdida de funci6n de RhoGEF3  en tejidos

especificos  del  embri6n,  se  utiliz6  el  sistema  GAL4-UAS  de  levaduras  que  ha  sido

usado    ampliamente    en   Zhosopfa!./a    iHe/a7®ogasfer    Grand    y    Perrimon,    1993).

Mediante  vectores   basados   en   elementos   P,   que   son  transposones   naturales   de

Drosopfrz./a.  En sintesis,  el  sistema  consta  de  dos  cepas  de  moscas  transg6nicas,  la

primera  porfa un transgen  con  la  secuencia  que  codifica para  la proteina  Gal4,  bajo

el  control  de  una regi6n  reguladora  de  un  gen  de  Z»asop7zl./a,  y  la  segunda  cepa

contiene  la  secuencia UAS  (Upstream Activation  Sequence)  rio  arriba  del  gen  diana

de  inter6s.  Esta proteina Gal4  es un  activador transcripcional  que reconoce  regiones

UAS  activando la expresi6n del gen ubicado rio abajo de esta regi6n. El cruzamiento

de   estas   dos   capas   produce  una   descendencia   que   porta   ambas   construcciones

permitiendo la expresi6n  del  gen  de intends bajo la direcci6n de rna regi6n reguladora

particular que dirige la expresi6n de la proteina Gal4.

1.1.    Funci6n de RhoGEF3 en fas glindiilas salivates.

Con el fin de analizar el efecto de la pdrdida de funci6n de RhoGEF3 se cruz6 la

cepa de Zirosopfu./a w*; P{GawB}332.3 (SG-Gal4), que  expresa  Gal4 en lan c61ulas de

las alindu]as  salivales,  con  la cepa w]]]8; P{GD7547}v31718,  VDRC  quAS-dsRNA-

-28-
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7.faog¢-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 SG{al4 y  w*; P{UAS-lacz.B}Bg4-24b (UAS-Jcrcz). Los embriones control

fueron   sometidos   a   un   ensayo   de   irmunofluorescencia   con   el   anticuerpo   a-P-

galactosidasa,  comprobando  la  expresi6n  de  Gal4  en las  glindulas  salivales entre los

estados 12 y 16 del desarrollo de Z»osopJil./a meJicFTogusler (datos no mostrados).

En  la  figura  4  podemos  ver  el  efecto   del  RNAi   contra  el  gen  r7zoge;P,

observ5ndose   irregularidades  en la  fomaci6n del  lumen  en embriones SG-GAIN x

UAS-dsRNA-7.#oggS-31718 en  comparaci6n  con  los  embriones  controles  SG-Gal4  x

UAS-Jclcz (figura 4A, 48 y 4C). Los efectos producidos por el silenciamiento del gen

7.*ogrL¢ se pueden observar en las etapas tardias del  desarollo de  la glindula salival,

entre los estados 14 y 16, momento que esfa en curso la migraci6n hacia posterior de las

c6lulas salivales. En esta etapa, ademds, tiene lugar el proceso que detemina la forma y

tanafio   del   lumen   de   las   glindulas   secretoras.  Los  resultados  sugieren  que  el

silencianiento     de     r72oggiv     afect6     1a    morfologia    del     6rgano     observ5ndose

constricciones   a  lo  largo  del   eje  prdxino-distal   de  la   9lindula,   generando   una

diferencta  de tamafio  en  el  lumen  a lo  largo  de  este  eje (figura 4D, 4E y 4F).
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Figura  4:  Efecto   del   si[enchmiento  de]   gen   choggiv   en   ]as   g]£ndulas
saliva]es.  Ensayos  de  inmunofluoresoencia  indirecta  usando  anticuerpos  o-
Crlmbs (verde A y D) y a-achna (rojo 8 y E) en embriones de estado  16 del
desanollo.  A,  8,  C  embriones  cofrol  producto  del  cruce  SG-Gal4  x  UAS-
/acz, las g15ndulas salivales forman in tLlbo de celulas ordenadas con un lumen
central  homogcheanente  expandido.  D,  E,  F  embriones  SG-Gal4  x  UAS-
dsRNA-rhogap-31718.   El   lumen  presenta  varias  constricciones  y  no   est6
totalmente expandido. Barra = 10 i4m.
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1.2.     Funci6n de RhoGEF3 en ]a formaci6n del sistema traqueal.

Con el objetivo de analizar el efecto de perdida de funci6n de RhoGEF3 sobre la

formaci6n  del  sistema traqueal,  se  silenci6  el  gen  rhogigiv  mediante  la  expresi6n  de

un dsRNA  contra  el gen rhogig¢,  para  ello  se  cruz6  ]a  cepa  de  D.   "e/a#ogrsfer

w*;        P{GA14btl.S}2,        P{UASp-Act5C.T:GFP}2        (bjJ-GAIALUAS-ac/I.#-g7pTp),

expresando Gal4  en las  celulas  traqueales,  con  distintas  cepas  que  expresan  dsRNAs

contra diferentes regiones  ex6nicas  del gen rhoge/3,  bajo  el control  de UAS.  Como

control   utilizamos  embriones  descendientes  del  cruzamiento  entre   bf/-  GAL4-UAS-

acfz.#-g# y UAS-Jaaz. En la figura 5 podemos ver la expresi6n de actina- GFP en los

embriones  blJ-GAL4-UAS-aczz.n-gfl  x  UAS-Jacz  durante  el  desarrollo  del  sistema

traqueal  de  Z»iosopAz./c7.  En  esta  imagen  podemos  observar  los   10  metineros  que

corresponden  a  c6lulas  traqueales  en  estados  tempranos  del  desarrollo  del  sistema

traqueal   (figura   5   Ell).   Desde   ellos,   a  medida   que   avanza   el   desarrollo,   las

c5lulas distales de cada metinero migran para formar los distintos brazos del sistema

traquealgenerandounatrinueabiencoustituida.
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Figura   5:   Morfog6nesis   traqucal   en   Jhz7so/)4ffo.   Inmunofluorescencia
indirecta de embriones que nos ilustra el desamllo del sistema traqueal desde
el  estado  11  hasta  el  16.  Embriones  fuenon  marcados  oon  o-GFP  (verde),  c.-
Crumbs  (rojo)  y  To-pro  (celeste)  para marcar  el  DNA  de  las  celulas.  En  el
estado  11  tiene lugar la formacich de los  10 sacos traqueales (TS) (cal7ezas de
flecha).  El   sistema  traqueal   esti  conpuesto  por  sLis  diferentes  conductos:
Tronco   dorsal   @T);   brazo   ducal   a)B);   tronco   lateral   a.T);   conectivo
transverso  (TC);  brazo  visceral  (VB)  y   brazo  ganglionar   (GB).  Embriones
derivados  del  cruce  entre  blJLGAL4-UAS-acfl.n-gfr  y  UAS-/ac.Z   Todas  las
imisenes son vistas laterales oon el extremo dorsal hacia arriba y regi6n anterior
hacia la izquierda Ban = 50 |im.
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Para detenninar el  efecto  de  la p5rdida de  funci6n de RhoGEF3  se utilizaron

varias  cepas  que expresan dsRNAs  contra el gen r7Iog¢.  La capa bfJ-GAL4-UAS-

acfi.H-gfr  fie  cruzada  contra  las  cepas  UAS-dstNA-7ihoge;#-31718,  UAS-dsRNA-

rf2og¢-NIG1225R-2   QIIG-FLY),        UAS-dsRNA-r7iogep-31580        (y[             v];

P {TRipJF01153 }attp2)             y             UAS-dsRNA-7.*ogeJ3-315 8 I             (y[            v] ;

P{TRip.JF01154}attp2), con el fin de deteminar 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,  obteriendo  un porcentaje  de

fenotipo  mutante  asociado  a  la  p6rdida  de  fimci6n  debido  a  la  disminuci6n  en  la

expresi6n   de   rhogeL€.   El   porcentaje   de   fenotipos   mutantes   de   los   embriones

descendientes  de  cada  cruce  fue  graficados  en  la  figura  6,  observindose  que  los

cruces con las lineas UAS-dsRNA-rhogeL8-NIG1225R-2, UAS-dsRNA-r73oge¢-31580

y  UAS-  dsRNA-rhog\gS-3158l  no  presentan  una  proporci5n  con  fenotipo  mutante

significativanente   distintos   GPO,05,   test   de   Chi-cuadrado).    Sin   embargo,    los

embriones provenientes del cruce bfJ- GAL4-UAS-actin-g¢  x UAS-dsRNA-rfrogefl-

31718  muestran un  38%  de  embriones con fenotipos mutantes, siendo rna proporci6n

estadisticamente  significativa comparado con el  9%  que se obtiene  de los  embriones

controles (figuna 6D, p<0,05, Chi-cuadrado). Por lo tanto, en los pr6ximos  ensayos  se

utiliz6 solo la  cepa  UAS-dsRNA-I.hog¢-31718  (UAS-dstNA-7.j!ogap) para analizar

la p6rdida de funci6n del gen r*ogefl.

En   la   flgura   7   se   muestran   inisenes   representativas   de   los   fenotipos

obtenidos    de   'los    embriones   provenientes    del    cruce    entre   las    cepas    de   D.

"eJc"ogus/er b!J-GAL4-UAS-actin-gfr y UAS-dsRNA-rJ]oge/3-31718.  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

mds representado en los embriones mutantes, done rna frecuencia de  111/163  (figura

78  y  7F).  Estos  embriones,  en  los  que  se  silenci6   el  gen  rdoge;f3,   presentan  un

tronco  dorsal  descontinuado  a  lo  largo  del  eje anterior-posterior. Ademds los brazos

dorsales  no  migran  hacia  el  extremo  mis  dorsal  del  embri6n  como  se  observa  en

embriones  contl.ol  (figura  7E).  Los  fenotipos  asociados  a  la p5rdida  de  funci6n  de

rhogejp  fueron  observados   en  etapas  tardr'as   del   desaITollo   del  sistema  traqueal,

siendo distinguibles desde el estado 13 hasta el 16 de la embriog6nesis.
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Figura   6:   Poicentaje   de   fenotipos   muthnte8.   Los   grancos   muestran   las
proporeiones  de  embriones  que  presentaron  fenotipos  mutantes  en  embriones
controles  (UAS-/ac::Z)  y  en  embriones  que  expresan  diferentes  dsRNAs  contra
rfeogigiv.    (A)   Embriones   b£JLGAI.4-UAS-acfr.#-g¢   x   UAS-dsRNA-rhoge#-
NIG1225R-2   Or=95   embriones).   a})  Embriones   bf7-GAI,4-UAS-acft.givg#7   x
UAsrdsRNA-  rhage/3-31580  0¢93  embriones).   (C)   Embriones   bfJLGAL4-
UAS-acft.»-grfu    x    UAsrdsRNA-    rhogigiv-3158l    a¢98    embriones).     (D)
Embriones   b£7LGAI.4-UAsrdcrfu-gfr   x   UAsrdsRNA-  nhoge/3-31718   0¢93
embriones).   Eje  Y  corresponde  a  porcentaje  de  embriones  con  fenotipo.  *
p<0,05, Chiiuadrado.



Figure 7: Fenotipo asociedo a la p6rdida de funci6n de chogeLP. Las intsenes
conesponden a inmunofluorescencias indirectas con anticuelpos a-GFP (verde), cL-
Crumbs  (rojo)  and  To-pro  (celeste).  (A-D)  Embriones dchvados del cruce entre
A//-GAL4-UAS-ac/I.»-g¢  y  UAsndstNA-rhogeJ3-31718.  Se  observan  diferentes
fenotipos asociedos  al  silenciamiento  del gen rhogejp,  entre  ellos  menor ndmero
de  sacos  traqueales  y  formaci6n  grupos  celulares  desorganizados  (A),  N  =  11.
Discontinuidad  en  el  DT   (flechas)   y   defectos   en   la   migraci6n   de   los   DB
(cabezas   de   flechas)   Q  y  F),  N  =  114.  Fenotipos  mis  severos  en  los  cuales
tambich  se  ven  los  DT  internmpidos  (flechas)   y   no   se   observa   migraci6n
(cabezas   de   flechas)   (C-D), N =  14 para  C  y N =  24 para D.   (E)   Embriones
controles  bl/LGAL4-UAS- act.n-gfr  x UAS-/acz. Leg  im6genes corresponden  a
vistas  laterales  de  embriones  de  estado  15  con  la  regivn  dorsal hacia  ariba  y
anterior  hacia  la   izquierda.   Flechas:   DT   no   conectado.   Cabezas   de  flechas:
migraci6n no realizada. Balra blanca= 50 im, barra amarilla= 20 urn.
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13.    Disminuci6n en ]a expresi6n de] gen ndogap.

Los   fenotipos  asociados  a  la  p5rdida  de  funci6n  del  gen  r7ZogrL8   fueron

obtenidos de  enbriones  que  expresan un  dsRNA  contra  r7}ogefl,  por  lo  tanto  son

embriones que deben presentar rna  disminuci6n en  la  abundancia  de  los transcritos

del  gen  7.feogap. Para  verificar  esta  disminuci6n,   se  cuantific6  la  abundancia  del

transcrito  de  rhogg¢ mediante ensayos de RT-qpcR en embriones provenientes del

cruce  entre la cepa ifflos-GAIA  y  UAS-dsRNA-7i7IogeL#,  y  en  embriones  controles

77a#os-GAli4 x UAS- Jacz. En estos ensayos, se utiliz6 la cepa #aHor-GAI.4 para que

la expresi6n del dsRNA contra r*ogrL# se lleve a cabo de forma global en el embri6n,

perndtiendo de esa manera ouantificar el efecto del dsRNA Los  resultados  obtenidos

indican  rna  significativa disminuci6n en  la abundancia relativa del transcrito 7.faogejS

en  embriones  narzas-GAIA x  UAS-dsRNA- rhag\gp  respecto  a  embriones  controles

(figura  8),  obteniendo  rna  disminuci6n  de  un 18%  en la expresi6n de 7.*ogeLS con la

pareja de partidores Pl  y una disminuci6n del 29,6% para la pareja P2 de partidores.

En  ambos  casos  las  diferencias  son  significativas  segivn un test  de  Student,  con un

p=0,01.
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Figi]ra 8: Expresi6n re]ativa de ndqgigiv. Las banas indican la expresi6n
relativa del  gen  rhogej€  obtenida  mediante  RT-qpcR  con  2  parejas  de
partidores  que amplifican  diferentes regiones  ex6nicas  de  rilogrL€  Q'1  y
P2).  Se  utilizaron  embriones  de  los  cruces  narzos-GA14  x  UAS-/acz
quAS-Jacz)    y    maroS-GAIA    x   UAsrdsRNA-rhogep-31718    (UAS-
dsRNA-rhogap).  La expresi6n relativa fue calculada segdn  la  ecuaci6n
de  Pfaffl  2001  utilizando  un  RNA  spz.fe  como  nomalizador.  *p<0,01,
test de Student
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2.    Identificaci6n i-n.rfulo de ]a G'Ipasa blanco de RhoGEF3.

Los  posibles  blancos  de  RhoGEF3 son  las  GTpasas  Rho,  Rac y  Cdc42. La

GTpasa  Rhol  tiene  rna participaci6n al  comienzo  del  desarollo  de  las glindulas

salivales y del sistema traqueal, favoreciendo la invaginaci6n de las c6lulas epiteliales

(Brodu  y  Casanova,  2006;  Xu  y col.,  2008), por otro  lado, tambi6n participa en  la

apertura del sistema traqueal a trav5s de la anastomosis de los brazos traqueales (Lee

and Kolodziej 2002; Matusek  y col. 2006). ha disminuci6n de la funci6n de RhoGEF

mediante RNAi mos muestra un fenotipo que no afecta la invaginaci6n de las celulas

ni ]a anastomosis de los brazos traqueales, por lo tanto Rhol  fue  descartado para  los

siguientes analisis. Por  consiguiente  las posibles GTpasas que  podrian ser activadas

por RhoGEF3 son Racl  y Cdc42. Con el objetivo de identificar la GTpasa blanco de

RhoGFRE  se analiz6  el fenotipo generado |]or la pdrdida de  funci6n de  las  GTpasas

Racl   y  Cdc42.   Se  analizaron  embriones  que  expresan  proteinas  bajo  el  sistema

UAS-GA14, lag cuales  presentan mutaciones puntuales  en su secuencia aminoacidica

que provocan Lm  funofonaniento  como  dominante negativo,  tanto  para  Racl   como

para  Cdc42.

2.1.    GTpasas invo]ucradas en el desarrol[o de ]as g]£ndulas sa]iva]es.

Thmeramente  examinamos  la   perdida   de   funci6n  de   Racl  y   para   ello

utilizamos  embriones  provenientes  del  crtice   entre   SG-Gal4  y  las  cepas  y],  w*;

P{UAS-Racl.L89}6    quAS-RaclL89)    y    y],    w*;    P{UAS-Racl.N17}l    quAS-
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Racl.N17),      Ias  cuales   expresan   dominantes   negativos   de   Racl    con   distintas

mutaciones  bajo  la direcci6n  de  la  secuencia  UAS.  Para  obtener  embriones  que

expresan   el   dominante negativo  de  Cdc42  colectamos  embriones  desde  los  cruces

entre  sG-Gal4  y  las  cepas w*;      P{UAS-Cdc42.F89}3      OuAS-Cdc42.F89),      w*;

P{UAS-Cdc42.L89}4     quAS-Cdc42.L89)     y    w*;     P{UAS-Cdc42.N17}3     (UAS-

Cdc42.N17).    De    esta   manera analizanos la  similitud  del fenotipo obtenido con los

distintos  dominantes  negativos  de  Racl  como  de  Cdc42  y  aquel  generado  por  la

disminuci6n en la expresi6n del  gen 7hageL8.

En   ensayos  con  el  dominante  negativo  de  Racl  no   fue   posible   obtener

fenotipos  asociados  a  la p5rdida  de  funci6n  de  Racl,  como los  reportados  en  la

literatura a'irraglia y  col., 2006). rmentras que,  para  los embriones que  expresaban la

forma dominante negativa Cdc42.N17 si  se observ6 un fenotipo asociado a la perdida

de  funci6n  de  esta  GTpasa.  En  este  caso,  en  28  de  98   embriones   SG-Gal4  x

Cdc42.N17  se  observaron  alteraciones  en   el   tamafio  y   forma   del   lumen   de   las

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

Pirraglia y cols 2010.



Figura  9:  Fenotipo  de  embriones  que  expresan  el  dominante  negativo
Cdc42.  Ensayos  de  irmLmofluoresoencin  indirecta  usando  un  anticuerpo  o-
Crumbs  en  embriones  de  estado  16  del  desarrollo.  (A)  Embriones  condoles
descendientes del cruce  SGGA14  x  UAS-hacz.  a})  tlindulas  salivales  de
embriones      SG-Gal4      x     UAsrdstNA-rhogigS-31718.     (C)     Embriones
provenientes  del  cruce  SGLGAI.4  x  UAS-Cdc42.N17.  En  estos  embriones
podemos  observar  que  existe  un  efecto  en  el  tamafio   del   lunen   en   las
glindulas  salivates,  si  bien  es  memos  severo que  el observado en embriones
UAsrdsRNA-rhoggiv-31718. Barra = 10 tan.
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22.    GTpasas involucradas en el sistema traqueal.

En este caso  se expresaron los dominantes negativos  de Cdc42 y Racl  en las

c5lulas traqueales mediante el uso de la cepa bfJ-GAL4-UAS-acfz.«-g¢. El analisis del

dominante negativo de Cdc42 se realiz6 con embriones provenientes del cruce entre 6f/-

GAL4-UAsflcfl.H-gfr   y   las    capas   UAS-Cdc42.F89,   UAS-Cdc42.L89   y   UAS-

Cdc42.N17. En ninguno de estos cruces los embriones presentaron un fenotipo alterado

al ser comparados con embriones controles bfJ-GAL4-UAS-ac#.#-gfr x UAS-/crcz (datos

no mostrados).

Por otro lado, se obtuvieron embriones que expresan el dominante negativo de

Racl  del  cruce  entre  b£J-GAL4-UAS-act.H-grfu  y  las  capas  UAS-Racl.L89  y  UAS-

Racl.N17.  Lus embriones  ZI!J-GAL4-UAS-c!c#.#-gfr x UAS-Racl.L89  no  presentaron

ningin fenotipo, sin  embargo,  48  de  105  embriones  del  cruce  I.!J-GAL4-UAS-acfz.7z-

g¢  x  UAS-  Racl.N17  mostraron  un   fenotipo   alterado   con   desconexi6n   de   los

thbulos  traqueales (flecha, figura 108') y alteraciones en la migraci6n del DB (cabeza

de flecha, figura 108') con respecto a los embriones controles (figura loA y 10A'). Los

efectos  de  Racl.N17  se  observan  en  estados  tardl'os  de  la  formaci6n  del  sistema

traqueal.   En   esta   fig`Ira   el   fenotipo   que   se   muestra   son   del   estado    15   del

desaiTollo embrionario similar a lo descrito en Chihara y col. 2003.



Figura 10:  Fenotipos  de  embriones  que  expresan  un  dominante  negative  de
Racl.  Inmunofluorescencias  indirectas  de  embriones  teffidos  con  anticuerpos  O-
GFP   (verde),   o[{nimbs   (rojo)   y   To-pro   (celeste).   (A)   Embriones   controles
descendieutes  del  cruce  dr/-GAL4-UAscoc#.mgfr  x  UAS-/acz   (8)  Embriones
provenientes   del   cruce   bf/LGAL4-UAS-acfz.r!-g¢   x   UAS-Racl.N17.   En   estos
embriones    algtmas    estructuras   traqueales    est5n    internmpidas:    DT,    TC    y
aparentemente  LT  0'),  y  ademds no  se  lleva  a  cabo  la migraci6n  del  DB.  Las
imagenes son de vista lateral de embriones del estadio  15 con el lado dorsal hacia
arriba  y   la  region  anterior  hacia  la  izquierda.  Flechas:  thbulos  no  conectado.
Cabezas de flechas: migraci6n no reaLizada. Bare blanca = 50 Hm, barra amarilla =
20 L`m.
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3.    Generaci6n de  un  anticuerpo  a-RhoGEF3  y  amlizar la  loca]izaci6n  z.»  vfuo

de  [a proteina RhoGEF3.

3.I.    Generaci6n de rna proteina recombinante de RlioGEF3.

Se    seleccionaron    dos    secuencias    nucleotidicas    que    codifican   para    el

extremo amino  y  carboxilo  de  la  proteina  RhoGEF3,  RhoGEF3-NH2 y  RhoGEF3-

COOH respectivamente. Ambas secuencias fueron clonadas en el vector de clonamiento

PGEM- T  transfomando  c51ulas  E.  coJz.  DH5u  y  posteriormente  subclonadas  en  el

vector p- GEX-6Pl  en el sitio de multiclonamiento ubicado en la regi6n C-terminal

del gen GST (Glutati6n  S-Transferasa),  generando  las  secuencias  nucleotidicas  que

expresaran   las  proteinas   de  fusi6n  GST-RhoGEF3-NH2  y`  GST-RhoGEF3-COOH.

Ambos clones fueron verificados por secuenciaci6n, indicindonos que no exists error

en  el  marco  de lectura  de  la  secuencia  nucleotidica.  Este  vector  de  expresi6n  en

bacterias  posee  un promotor inducible par IPTG que dirige la` expresi6n de la proteina

recombinante fusionada a GST. Los nuevos vectores generados, PGEX-6P1-RhoGEF3-

NH2 y PGEX- 6P1-RhoGEF3-COOH,  se  utilizaron  para  transfomar  c6lulas  E.  co/g.

BL21,   la  cuales  como   se   indica   en   materiales y   m5todos,   no   presentan   ciertas

proteasas  lo  que  mos permiti6 disminuir la posibilidad de degradaci6n de las proteinas

de  fusi6n  a  GST.  En  la  figura   8   observamos   la   digesti6n   enzimatica   de   DNA

plasmidial   obtenido   de   E.    COJI.  BL21   transformadas  `con   el  vector  PGEX-6P1-

RhoGEF3-NH2  (figura  llA)  y   con  el  vector  PGEX-6P1-RhoGEF3-COOH  (figura

118). Cada vector fue sometido a un analisis de restricci6n con las  enzimas BamHI y

Hindlll  respectivanente,  que  permiten  vcr  un vector  lineal  de  ~5500  bp,  tanafio
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correspondiente  al  .vector  mds  la  secuencia  del  extremo  .de   RhoGEF3   respectivo.

Finalmente  verificamos  la  expresi6n  de  las proteinas de  fusi6n mediante  ensayos  de

expresi6n. Para ello+ los clones fueron crecidos a 37°C y la expresi6n de las proteinas

fue  inducida  adicionando  1 mM  de .mG.  hoego  de  5  horas ,de   crecimiento   las

bacterias  fueron colectadas y  analizadas  mediante  SDS-PAGE,  y comparadas contra

un   control  no  induof do:   En   ambos   casos  varios   clones   fueron  evaluados.   Los

resultados  dbtenidos  indican  que  se  logr6  inducir  la  expresi6n  de  una proteina  de

aproximadamente  69  kDa  (figura  llC)  en  el  caso  de  GST-RhoGEF3-NH2  y  de  50

kD-a   (figura    llD)   para   GST-REOGEF3-C00H,   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  I  en

ambos  casos  para  los siguientes  ensayos  de  expresi6n y prrificaci6n -de proteinas  a

gran  escala  con  el   objetivo  de   obtener   la   proteina   pura   y   soluble   para   la

inoculaci6n   en   conejo,,   y.   Ia   posterior  generaci6n  del  anticuexpo  que  reconozca

RhoGEF3.
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Figure 11:  Genei.aci6n proteiDas de fust6n.  A-B  Analisis de restricci6n de
DNA   plasmidial en gel de qgarosa  1% p/v. A) PGEX-6P1-RhoGEF3-NH2. 8)
pGExunl-  REOGEF3- Coorl.  St:  estindar  lKb;  I-  6:  clonl  al  clon6.  C-D
Fraccionamiento de proteinas en gel de poliacrilamida 10%, proverientes de un
lisado celular colectado 5 horas post-inducoich con RIG  lmM. Geles tefiidos
con   Azul    de   Coonassie.    C)    GST-RhoGEF3-NI.12.    D)    GST-REOGEF3-
COOELst: estindar de peso molec`ilar,  I : E. coJ!. inducidas con IPTG; 2: E. co/i.
no inducidas con HyrG.
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32.   Producci6n de profeina de fusi6n a GST.

Con  el  objetivo  de  obtener  la  mayor  cantidad  de  proteina  de  fusi6n  de-

manera soluble,  se estandariz6  las condiciones  de producci6n  de  las proteinas GST-

RhocH3F3-NH2 y  GST-RhoGEF3-C00H.  Determinamos  el  tiempo  de  inducci6n de

las proteinas de. fusion incubando con FIG I mM durante I, 3, 5ry 16 h a 37°C: Luego

de la inducci6n por FIG, el cultivo fue lisado mediante sonicaci6n y centrifugado para

generar las frocciones solubles e iusolubles, en todos los casos se obtuvo la proteina de

fusi6n-a GST en.la fase insoluble afatos no mostrados).  Optamos por la opci6n de  5

h  de  inducci6n   ya   que   en   estas   condiciones   existe   rna  mayor  producci6n   de

proteina  de fusi6n  a GST. Luego  deteminamos  si` la  cantidad  de  IPTG  disponible

Lpodria afectar el.€quilibrio  desviando  la expresi6n  de  las  proteinas  de  fusi6n  GST-

RhoGEF3-NH2 y GST-RhoGEF3-COOH  hacia  Ja  fase  soluble.  Sg  probaron  varies

concentraciones  de IPTG desde 0,1 mM hasta 1 mM.. Tales condiciones no aumentan,la

cantidad de proteina `en la fase soluble. Ademds, `la cantidad de proteina producida en

las  distintas  condi-Ofones de..FIG .no  se  ve  afectada  (dato  no  mostrado).  Por  lo

tanto,  se  pnefiri6  utilizar  la cantidad minina de IPTG, es decir a rna concentraci6n de

0,1 nM(figun 12A-);

Debido  a  ]a  escaza  cantidad  de  las  proteinas  de  fusi6n  a .GST  en  la  fase

solul)le  en  nuestro  ensayo,  decidinos  sorul)ilizar  la  proteina  presente  en  la  parte

insoluble.  En este caso solubilizamos  las proteinas  GST-RhoGEF3-NH2 y RhoGEF3-

C00H utilizando  sarkosyl,  el  cual  es  un  surfactante  i6nico  que  presenta  rna  cola

hidrofobica  de  14  carbonos  y  un  extremo  hidrofilico  dado  por  el  carboxilato.  Para
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conocer la condici6n 6ptima.en la cual solubilizar nuestras proteinas de fusi6n a GST

se  realiz6  un  ensayoabareando    un    rango    de    concentraci6n    de    sarkosyl,    en

el    cual    se    probaron concentraciones desde 0% hasta 3% v/v,para ambas proteinas

de   fusi6n  (figura   128).  En  .el   caso   de   la  `producci6n   de   GST-RhoGEF3-NH2

alcanzanos .un mino .de proteina soluble cuando utilizanos sarkesyl al. 2,0 % v/v,

en cambio la solubilizaci6n de RhoGEF3-C00H alcanza un` plat6 en el momento que

trabajamos con sarkoayl al 1,0 % v/v. Por 1o tanto se utilizaron estas concentraciones,

que mos  entregan las  co'ndiciones pan obtener im malzimo de proteina fusi6n a GST

soluble con el minino de sarkoayl posible, de esta manera optiinizamos el proceso de

producci6n de GST-RhoGEF3-NH2 y GST-REOGEF3-COOH soluble.
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Figrm  12:   PTodnccich  d€  GST-RIOGEF3-NH2  y  GST-RIOGEF3-CO0H.
Fraccionanieuto   de   pmteinas   provenientes   de   lisados   celulares   de   E.   co/z.
BL2len geles de poliacrilamida al  10%. A) Trataniento con IPTIG 0,I  mM para
la  produecich   de   GST-RhoGEF3-  NI12  y   REOGEF3-COOK.   Cavil    I:   fase
insoluble;  caml  2:  fase  soluble.  8) Solubil`izaci6n  de  las  proteinas  de  fusi6n  a
GST mediante  sarkosyl.  0 -  3  %  viv dr sarkosyl;  NI:  edlulas no  inducidas  con
IPTG.  St:  estindar.  GST-RhoGEF3LNH2  rf9  kDa.  GST-REOGEF3{OOH  ~50
kDa. Proteina recombinante fusionada a GST indicadas por un flecha.
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Las   proteinas   6sT-^rfuodeF3Jhfil2  y   GST-rfuodiF3-e66-ri   solubiiizadas

fueron  purificadas  a  traves  de  cromatografia  de  afinidad  mediante  el  uso  de  una

resina de glutati6n-agarosa que se une al GST de la proteina de fusion, y que pemite

mediante un buffer adecuado liberar de fa resina la proteina agregando Glutati6n en la

fase  m6vil.  Se  realiz6  un  ensayo  piloto  con  el  fin  de  optimizar  el  proceso  de

purificaci6n para anbas I)roteinas de fiisi6n.  ha proteina GST-RhoGEF3-NH2 no  fue

detectada  en ninguna  de  las  fiacciones  elu'das  (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 fucciones de elusi6n la proteina de fusi6n. fue

detectada  (figLm   <13A').   En  resumen   nuesfro   experimento   piloto   indica   que   es

posible     purificar    solamente     Ja     proteina     GST-RhoGEF3-CO0H     mediante

crornatografia  de   afinidad  utilizande  la  resina  glutati6n-agarosa,  por  lo.  tanto  los

sigulentes ensayos se realizann solo parala proteina de fug-i6n GST-RhoGEF3-COOH.
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Figt]ra  13:  Purifhaci6n  de  RhoGEF3-C00H.  Fraccionamiento  de  proteinas  a
trav6s de gel de poliacrilamida al  10 %. Photeinas presentes en la fase insoluble del
lisado celular de E.  co/I.  8121  tratadas con sarkosyl.  A) Purificaci6n de la proteina
GST-REOGEF3-NH2. A') Purificaci6n de la prfeina GST-REOGEF3-COOH. (A-A')
I:  sobrenadante  de  la  resina  glutati6n-agarosa, 2:  primer  lavado de  la  resina, 3:
segundo lavado de resina, El-E3: eluciones 8) Carril  I : c6lulas no inducidas; carril
2:   proteinas   solubilizadas   con   sarkosyl;   carril   3:   sobrenadante   de   la   resina
dutati6n- agarosa;  caril  4:  lavado de resina;  carril  E1  - E8:  elusi6n  de proteinas
correspondientes  a  las  fracciones  del   1   al  8.  C)  Digesti6n  de  GST-RhoGEF3-
COOH por  la  enzina  Prescission  Protease,   caril   1:   proteinas  fusi6n   a  GST
purificadas; carril  2:  sobrenadante  de  la resina glutati6n-agarosa;  carril  3:  fracci6n
1  de proteina digerida;  caril  4:  frocci6n  2  de  proteina  digerida;  caril  5:  frocci6n
3   de  proteina  digerida;  caril  6-7:  elusi6n  de  las  mol6culas  unidas  a  la  resina
glutatich-agarosa.  St:  estindar.   GST-RhoGEF3-COOH  ~50  kDa,   GST  26   kDa,
REOGEF3-CO0H  ~24 ldtry Prescission Protease 46 kDa.
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Posteriomente escalamos el cultivo a 2 I, de los cuales se purifico la proteina

GST-RhoGEF3-C00H  como  se  observa  en  las  elusiones  I  al  8  (figura  10  8-8').

Todas  las  fiacciones  obtenidas  en  la  purificaci6n  fueron  cuantificadas  usando  el

m6todo  de  Bradford  obteniendo  un  total  de  40  mg  de  proteina.  Con  el  objetivo

de  obtener  la  porci6n  RhoGEF3-COOH  liberada  del  frogmento  GST,  1a  fracciones

eluidas  fueron   dializadas   para   elininar   el   glutati6n  presente   en   la   soluci6n   e

incubadas nuevamente  en  la  resina  glutati6n-agarosa,  y  de  este  modo  ser  digeridas

por  la  enzina Prescission Protease.  En la figura  13C podemos  observar la digesti6n

de  la  Prescission Fhotease,  en las tres  frocciones  conespondientes  al  producto  de  la

digesti6n (carriles 3, 4 y 5, figLira  13C) visualizamos rna banda de un tamafio de 24

kDa indicando la presencia de RhoGEF3-C00H. Los siguientes carriles  correaponden

a las fracciones eluidas con 8lutati6n reducido en la fase m6vil en los cuales podemos

observar las proteinas que se quedaron unidas a la resina, daldonos una banda de 46

ldDa que correaponde a la enzina Prescission frotease  y  rna  banda  de  26  kDa  que

corresponde  al  fragmento  GST  de nuestra  proteina  fusi6n  GST-RhoGEF3-C00H.

Finalmente   se   ouantifico   la   proteina  RhoGEF3-COOH   mediante   el   m6todo   de

Bradford  dindonos  un  total  de  4,8  mg,  las cuales  fueron  inyectadas  en  un  conejo

para  obtener antiouexpos policlonales  espeofficos conha la proteina RhoGEF3.

3.4.   Ensayos de western blot con el antionerpo d-RhoGEF3.

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

antes de ser irmunizados por RhoGEF3-C00EL Luego  de  irmunizar los animales  se
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extrajo  nuevanente  suero,  el  cual  deberia  contener  anticuexpos  espeeificos contra  la

proteina  RhoGEF3  (suero  a-RhoGEF3).  Mediaute  ensayos  prelininares  de  Western

blot,   se   verific6   que   el   suero   o-RhoGEF3    era   caper   de   detectar   la   proteina

recombinante  GST-RhoGEF3-COOH  producida por  las  edlulas  BL21,  la  cual  es  de

aproximadanente   ~50   kDa.   El   ensayo   para  un   extracto   proteico   de   larvas   de

Z»asopAz./cz, el suero a-RhoGEF reconoce a una prdeina del tamafio conespondiente al

calculado  para RhoGEF3, siendo de   ~90kDa.  Estas  proteinas  no  fueron reconocidas

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

Figura   14:    Western    blot    con    e]    suero    a-RhoGEF3.   Las   muestras   fueron
fraccionedas en geles de SDS-PAGE al  loo/o de acrilamida y transferidas a membranes
de  PVDF.  (A)  Proteina  recombinante  GST-RIOGEF3-C00H  desde  c5lulas  BL21.
C6lulas inducidas con FTrG (+I), celulas no indueidas con IPTG (-I).  Se utiliz6 a-GST
(1:10000),suero.



Discusi6n

Durante  el  desarrollo  embrionario  de  Z}osopftz./a  me/apogasfer  las  celulas

sufren varios  cambios  en  su  foma  y  ordenaniientos  espaciales  que  son  necesarios

para  diferenciar  6nganos   completos  y  fimcionales.  Estas   caracten'sticas  han  sido

estudiadas en la literaturg y tambi6n fueron blanco de estudio en esta tesis dentro del

contexto   de   la  tubulog6nesis,   `Itilizando   como    6nganos   modelo    las    dindulas

salivales  y   el    sistema  traqueal,   debido   a   que   existe    evidencia   experimental,

mediante  hibridaciones  z.7g  Sz.fzi (Zrifiiga 2010, tesis doctoral),  de la expresi6n del gen

r*ogr;6 en 6rganos tubulares.

La  predicci6n  bioinfomatica  de  la  secuencia  aminoacidica  de  la  proteina

RhoGEF3 su8iere que esta proteina tiene funciones de intercanbiador de nucle6tidos

de guanina,  GEE,  la  cual  promueve  la  activaci6n  de  RhoGTpasas  (Schmidt y  Hall,

2002),  siendo  sue  posibles  blancos  Rho,  Rae  y  Cdc42.  Las  proteinas  RhoGTpasas

estin  involucradas   en  varios  procesos   celulares  tales   como   la   organizaci6n   del

citoesqueleto  de  actina  y  de  microthbulos,  expresi6n  gchica,  progresi6n  del  ciclo

celular,  polaridad,   morfog6nesis,   migraci6n,  tranaporte   de   membrana   y   vies   de

sefiali2aci6n  (Van Aelst y D'Souza-Schorey,  1997; Schmidt y Hall, 2002; Rossman y

col., 2005).

1.       Funci6n de RhoGEF3 en las glindu]as saliva]es.

Los   resultados   obtenidos   en   embriones   que   expresaban   dsRNAs   contra
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rfrogrjf3  sugieren que hay una alteraci6n en el desamllo de las Blindulas salivales. El

fenotipo de estos embriones es consistente con defectos eri la elongaci6n del lumen de

las dindulas   salivates ya que  se   pueden   observar  coustricciones a lo largo del eje

pr6ximo-distal  de este  conducto (figura 4). En este  contexto, la evidencia indica que

el aumento del lumen en las BLindulas salivales se lleva a cabo mediante dos procesos,

uno involucra la agregaci6n directa de h'pidos a la membrana mediante transpor[e  de

vesiculas hacia el extremo apical Otryat y Andrew, 2002; Abrams y col., 2003; Pirraglia

y Myat, 2010), y el segundo proceso inplica la fomaci6n y disoluci6n dininica de

las uniones adherentes entre las c5lulas salivales Q'irraglia y Myat, 2010).

Existen registros de que Racl y Cdc42 selfan  dos posibles RhoGTpasas blanco

de  RhoGEF3,  las  cuales  podrian  dar  algLma  explicaci6n  al  fenotipo  obtenido  de

embriones que presentaban un silenciamieuto de xhogap. Racl  esta involucrada en el

reciclaje de endosomas mediante la endocitosis de cadherina a'irraglia y col., 2006),

a   trav6s   de   una   via   independiente    de   Clathrina   (Althar   y   Hotchin,   2001).

Similamente, Cdc42 es rna RhoGTpasa que a trav6s de la fomaci6n de un complejo,

regula la  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  rna  aoumulaci6n   de   estas

proteinas  que  coulleva  a  rna  acunulaci6n  de  los  complejos  de  uniones  adherentes

c5lula-c6lula, aumentando la rigidez de la membrana e impidiendo  de  esta  manera  el

aumento  de  la  superficie  apical  en  fas  celulas  de  las glindulas  salivales.  Asi,   la

regulaci6n de Racl y/o Cdc42 podian dar cuenta  del  fenotipo  observado, generando

alteraciones en el proceso de formaci6n del l`men de las glindulas salivales.
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Ademds   se  investig6  Ia  relaci6n  entre   anibas   RhoGTpasas   con   fenotipo

presentado por embriones que expresan dstNAs conha rhogeJ3. Sin embargo, la poca

similitud  del   fenotipo  presentado   en   los   embriones   que   expresan   una   foma

dominante  negativa  de  Cdc42  (figura  9)  y  la  ausencia.de  fenotipo  asociado  a  la

pdrdida de funci6n de la RhoGTpasa Racl, no mos pemitieron determinar si Racl  o

Cdc42  son las GTpasas diana de la proteina RhoGEF3.  Aunque  no  se  descata rna

actividad  sinultanea  de ambas  RhoGIpasas  debido  a la activaci6n de RhoGEF3, ya

que proteinas GE pueden activar a mss de una RhoGTpasa (Schmidt y Hall, 2002).

2.         Funci6n de RhoGEF3 durante el desarrol]o del sistema traqucal.

Con el estndio de  los  fenotipos  de  embriones  que presentan un  silenciamiento

del  gen  rhogejp  se  observ6  un  sistema  traqueal  discontinuo  (figura  7),  con  rna

desconexi6n del DT y una falla en la migraci6n del DB. Tales defectos en el sistema

traqueal   de   Drasopfr!./a   se   podrian   dar   como   resultado   de   alteraciones   en   las

funciones   celulares   relacionadas   con   el   proceso   de   migraci6n   de   fas   celulas

traqueales.  Uno  de  los  procesos  esenciales  que  regula  la  migraci6n  traqueal  es  la

exteusi6n de las celulas  de  la pLmta  mediante  la  formaci6n  de  filopodios  a`ibeiro  y

col.,  2002)  y  la dininica  de  formacich  de  las  uniones  adherenfes  que  permiten  la

intercalaci6n celular Qibeiro y col., 2004).

La  formaci6n  de  filopodios  es  un  proceso  necesario  para  la  migraci6n  de

las   c6lulas   traqueales.   Es   conocido   el   papel   de   Cdc42   en   la   formaci6n   de

microfilamentos  de  actina  en  la  membrana  a3aton  y  col.,   1995;   Genova  y  col.,
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2000), y ademds se ha propuesto  que la extensi6n de  filopodios  de  las  celulas  de  la

punta  esti  regiilada  por Cdc42  Ovolf y  col.,  2002).  Los  embriones  que  expresaban

un.a  forma  dominante  negativa  de  la  RhoGTpasa  Cdc42  no  presentaron  fenotipo

asociado a la falta de funci6n de Cdc42 en las  c6lulas traqueales,  per lo tanto no  se

observ6  similitud  con  el   fenotipo   obtenido   en  embriones   con   silencianiento   de

7frogeLfl.   Sinilamente,  se ha reportndo  el  fenotipo  esperado  para  el  bloqueo  de  la

actividad  de  Cdc42  (wolf y  col.,  2002),  el  cual  no  presenta  similitud al fenotipo

observado en embriones con rna disminuci6n en la expresi6n de rhogap. En cambio,

el  fenotipo  observado  en  embriones  que  expresan  el  dominante  negativo  de  Racl,

RaclN17  (figura  10),  es  sinilar  al  que  muestran  los  embriones  que  expresan  un

dsRNA  contra  7ihogap,  siendo  las  principales  similitudes  la  falta  de  uni6n  de  DT

entre los metineros y la. ausencia de migraci6n de las c6lulas correspondientes al DB.

Esto sugiere que Racl podr'a ser la RhoGTpasa activada por RhoGEF3, al memos en

las  c6lulas  de  la tiquea.  En  estas  celulas, Racl  regula negativanente  la formaci6n

de  complejos   cadherina-catenina   en  uniones   celulares,   y   la   disminuci6n   en   la

actividad   de   Racl    promueve   la   asociaci6n/estabilizaci6n   de    cadherina   en    la

membrana  plasmdica  (Chihara,   2003),   esto   genera  un   aumento   en   las   uniones

adherentes    ralentizando    su   dininica,    aumentando    la    rigidez    de    las    c6lulas

traqueales,  y   afectando  la  migraci6n  de  estas  c6lulas  dependiente  del  proceso  de

intercalaci6n celular, proceso que se sustenta en la fluidez y dininica de la formaci6n

de estos complejos.
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3.         Generaci6n de antjcuerpo a-RhoGEF3.

Debido  a  los  resultados obtenidos  se  mos  hizo  necesaria  la  obtenci6n  de  un

anticuerpo que reconozca la proteina RhoGEF3 para asi poder estudiar su ubicaci6n sub-

celular,  y de  esta  foma  obtener  informaci6n  mds  detallada  del  proceso  en  el  cual

RohGEF3 esti involucrado. Luego  de un largo proceso fue posible la purificaci6n del

dominio carboxilo de la proteina RhoGEF3, el cual fue utilizado en la inyecci6n de un

conejo  con el  objetivo  de  obtener un andcuepo policlonal  que reconozca la proteina

RhoGEF3   en   Zhoropfez.Ja   "e/aHogusfer.   El   suero   proveniente   de   los   animales

inmunizados, reconoce el  antigeno utilizado mediante  ensayos  de western blot (figura

14A). Ademds, este mismo reconoce la  proteina silvestre RhoGEF3 obtenida de larvas

de J}osopfrz./a (figura 148). Sin embargo, este anticuerpo no pudo  detectar la proteina

nativa  en  el  embri6n  de  Jtroiiop*!-Ja  mediante  inmunofluorescencia.  Esto  se  puede

deber a:  (I)  s6lo  se present6  el  extreno  cafooxilo  de  la  proteina  RhoGEF3  para  la

sintesis del anticuexpo, el cual puede generar un antl'geno que no esta disponible en la

proteina  nativa;   (2)   la   solubilizaci6n   de   la  proteina  recombinante   puede   haber

canbiado  estructuralmente  la  proteina,  ocasionando  que  el anticuerpo reconozca un

epitopo  cuya  estnictura  tridimensional  no  exista  o  se  encuentra  inaccesible   en   la

proteina nativa.  Por  lo  tanto,  actualmente Dos  encontramos  trabajando para descartar

estas   dos   opciones   y   de   esta   foma   tener   nuestro   anticuexpo   cL-RhoGEF3   en

condiciones 6ptimas para que asi reconozca a la proteina RhoGEF3 .

El  desarrollo de  este trabajo nos ha permitido profundizar un poco  mds  en.el
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conocimiento sobre la regulaci6n del desarrollo morfogen6tico de los 6rganos tubulares

las  glindulas  salivales y  el  sistema traqucal de Zhosop*z./cz  me/ar7ogusfer. Un  analisis

a  nivel  molecular  nos  permitin'a  conocer  la  interacci6n  de  la  proteina  RhoGEF3

involucrada,  nos  mejoran'a  la posibilidad  de  determinar  la via  de  sefializaci6n  en  la

cual  esfa involucrada. Ademds, este analisis podri'a dar como resultado la funci6n y su

posible  participaci6n  en  procesos  celulares  particulares,   como  la  regulaci6n  de  la

dininica de las uniones de   las   celulas   apiteliales   que   participan   en   el   origen   a

6rgarros  fim!dam!enlal:es  de Drosophila melanogaster.



Conclusiones

De  los resultados  obtenidos  en este trabajo podemos  concluir que  la proteina

RhoGEF3 participa en el  desarrollo de las glindulas salivales y del sistema traqueal.

Asf, RhoGEF3 esti involucrada en la regulaci6n del tamafio del lumen en el desarrollo

de  ]as  glindulas  salivales,  y  tanbich  Ofecta  el  proceso  de  ndgraci6n  de  las  c6lulas

traqueales, sugiriendo que RhoGEF3 es un importante factor durante el desarrollo del

embri6n  de Drasopfe7-/a.  Por  lo  tanto,  1a hip6tesis  que  se  plantea  en  este  seminario

titulada "La  proteina  RhoGEF3  esti  involucrada  en  la  fomaci6n  de  las glindulas

salivales  y  del  sistema  traqueal  dentro  del  desarrollo   embrionario  de DrasopAz./cz

me/<znogasfer',  fie  conecta.  Ademds  sugieren un posible proceso  celular en  el  cual

RhoGEF3 participan'a durante el desanollo del embri6n de Drasop72z./a.
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