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Lista de Simbolos, Abreviaturas o Nomenclatura

Actina-F: Actina Filamentosa
Actina-G: mondmero de Actina Glomerular.

APF: After Pupa Formation, término que se refiere al tiempo (generalmente en horas)

gue ha pasado luego de la formacién de la pupa.

Arp2/3: Complejo multiproteico compuesto de 7 subunidades que induce la

polimerizacidn ramificada de Actina al ser activada por proteinas como Scar/WAVE.
ATP: Adenosin Trifosfato, nucledtido fundamental en la obtencién de energia celular.

BC-box: dominio proteico que permite la interaccion con Elonginas B y C y, como

consecuencia, permite formar el complejo ubiquitin ligasa (Wang y cols., 2013).
DID: Diaphanous Inhibitory Domain.
DAD: Diaphanous Autoregulatory Domain.

Cdc42: Cell division control protein 42 homolog, GTPasa pequefia perteneciente a la
familia Rho, involucrada en la regulacion del ciclo celular, asi como en la regulacion del

citoesqueleto de Actina.
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Cip4: Cdc42 Interacting Protein 4, miembro de la familia F-BAR, interactta con Cdc42 y
WASP. Juegan roles importantes en diversos procesos celulares al regular la dindmica de

membranas y de Actina (Saengsawang, y cols., 2013).

CK-1/Gish: casein kinase 1, homdlogo de Gilgamesh.Proteina que participa en la
regulacién de la formacién del tricoma o pelo en Drosophila melanogaster. Se ha descrito

gue participa en el control espacial del trafico vesicular polarizado (Gault y cols., 2012).

CK-666: compuesto comercial que se une a una hendidura en la interfase de Arp2 y Arp3

y de esta forma impide la actividad del complejo Arp2/3 (Hetrick y cols., 2013).

CRIB: Cdc42- and Rac- Interactive Binding, es un motivo que se une a las GTPasas de la

familia Rho.

Cul2-box: dominio que permite la interaccidn con Cullin2 y formar el complejo ubiquitin

ligasa (Wangy cols., 2013).

DAF-21: chaperona molecular, homéloga de Heat Shock Protein 90 (HSP90). Promueve
la maduracién, la mantencién estructural y la regulacién apropiada de proteinas blanco
especificas involucradas en la transduccién de sefiales. Colabora con SAX-3 para regular

la guia axonal en C. elegans (Wang y cols., 2013).

EBAX-1: Elongin-B/C E3 Ligase in Axon Guidance, ortdlogo de Pelado en C. elegans,

descrita como una proteina que forma parte de un complejo ubiquitin ligasa, donde
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Robo es su blanco para ser ubiquitinado y degradado por el proteasoma (Wang y cols.,

2013).

FH1: Formin Homology 1, dominio de homologia a formina, descrito como un dominio

de interaccion a Profilina.

FH2: Formin Homology 2, dominio de homologia a formina, requerido para la
autoasociacién de proteinas forminas mediante este dominio. Posee la actividad

nucleadora de Actina (Takeya y Sumimoto, 2003; Shimada y cols., 2004).

Ft/Ds/Fj: Fat/Dachsous/Four-jointed, via necesaria para la correcta orientacion de las

células.

GBD: GTPase protein Binding Domain. Motivo pequeiio presente en proteinas que se

unen a GTPasas pequefias como Cdc42 y Rac.

GTPasa: Guanosina Trifosfatasa, superfamilia de enzimas de tipo hidrolasa, que se unen

e hidrolizan la molécula de Guanosin Trifosfato (GTP).

MARCM: Mosaic Analysis with a Repressible Cell Marker, técnica que se utiliza para
generar mosaicos celulares donde sélo algunas células son mutantes homocigotas para
determinado gen (Wu y Luo, 2006). Esta técnica se utiliza principalmente cuando el

animal mutante homocigoto es inviable.

MG132: compuesto que inhibe la actividad del proteasoma, bloqueandolo.



Mwh: Multiple wing hair.

Myr: Miristoilacion, modificacidn lipidica donde se afiade un grupo miristoilo (derivado
de un d4cido graso) unido a un residuo de glicina. Esto permite unir a la proteina

miristoilada a la membrana plasmatica.

NPF: Nucleation Promoting Factor, proteinas que reclutan y se unen al complejo Arp2/3
e inducen un cambio conformacional en dicho complejo, lo que permite iniciar la
polimerizacién de un nuevo filamento de Actina, con un angulo de 70° respecto del

filamento pre-existente. Asi, se forman las estructuras de Actina ramificada.

Ovo/Svb: Ovo/Shavenbaby, es un factor de transcripciéon que regula los cambios en la
forma celular epidermal. Svb es requerido para la formacion de las extensiones apicales.
Esto ocurre porque Svb gatilla la redistribucién de los filamentos de Actina e inicia el

remodelamiento del citoesqueleto (Delon y cols., 2003).

PCP: Planar Cell Polarity.

PIP2: Phosphatidylinositol biphosphate, es un componente de membrana celular. Estd
enriquecido en la membrana plasmatica donde es sustrato de diversas proteinas de
sefializacion. Regula la organizacién, polimerizacidn y ramificacion de los filamentos de
Actina, mediante la interaccidn directa con proteinas reguladoras del citoesqueleto de

Actina.



PIP3: Phosphatidylinositol (3, 4, 5) - triphosphate, fosfolipido que se encuentra en la
membrana plasmatica. Activa a componentes de sefializacién, como a la proteina kinasa

Akt.

PRD: Proline-rich sequence Recognition Domain, dominio presente en diversas proteinas
del grupo NPF | (Campellone y Welch, 2010). Es uno de los dominios de activacién de

dichas proteinas.

Rabl1: proteina que pertenece a la superfamilia de GTPasas pequeias Rab. Estd

asociado con vias secretorias y puede estar involucrada en el transporte de proteinas.

Racl: Ras-related C3 botulinum toxin substratel, corresponde a una GTPasa pequefia,
miembro de la familia Rho. Regula diversos eventos celulares como la reorganizacion del

citoesqueleto.

Rho: familia de GTPasas pequefias de seializacién, subfamilia de la familia Ras. Los
miembros de la familia de GTPasas Rho se han descrito como reguladores de la dindmica

del citoesqueleto de Actina. Miembros de esta familia son Cdc42, Racl y RhoA.

RhoA: Ras homolog gene family member A, es una GTPasa pequeiia de la familia Rho.
Asociada con la regulacién del citoesqueleto, principalmente las fibras de estrés de

compuestas por filamentos de Actina.
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Rock: Rho-associated protein kinase (ROCK), es una proteina kinasa que pertenece a la
familia de serina-treonina kinasas. Involucrada en la regulacion de la forma y movimiento
celular actuando principalmente en el citoesqueleto de Actina. Es un efector rio abajo de

la familia de GTPasas Rho.

RNAi: RNA interferente, herramienta que se utiliza para disminuir los niveles de

expresion de un gen en particular.

SAX-3: proteina homodlogo del receptor Robo en C. elegans. Participa en la seiial

repelente de guia axonal (Wangy cols., 2013).

Scar/WAVE: Proteina reguladora del citoesqueleto de Actina. Recluta y activa al complejo
Arp2/3, para inducir la polimerizacién ramificada de Actina. Activado por la unién de Rac

al complejo WRC, o bien a fosfolipidos que se encuentran en la membrana plasmatica.

SH3: Src Homology 3, dominio que se encuentra principalmente en proteinas que
interactuan con otras proteinas, formando complejos protéicos y también estd presente

en proteinas que regulan el citoesqueleto.

SHD: Scar Homology Domain, es un elemento regulatorio que se encuentra en WAVE y

une a multiples componentes del complejo WAVE.

SWIM: denominado asi en relacién al factor transcripcional bacterial SWI2/SNF2 y la

transposasa MuDR. Estd presente en un numero relativamente pequeiio de proteinas.
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Es un dominio versatil que puede interactuar con el DNA o con otras proteinas (Makarova

y cols., 2002).

WASP: Wiskott-Aldrich Syndrome Protein, familia de proteinas que incluye a N-WASP, y
a SCAR/WAVE, entre otras. La proteina WASP en su estado inactivo se encuentra en una
conformacion autoinhibida. Su activacién depende de la unién a Cdc42 o PIP2, de esta

forma se expone el dominio WCA.

WCA: Motivo que consiste de secuencias conservadas, presente en todos los NPFs,
media las interacciones con Profilina, Actina y el complejo Arp2/3. La secuencia central
acidica (CA) se une al complejo Arp2/3 y promueve un cambio conformacional requerido
para la actividad nucleadora. Mientras que la secuencia WH2 (W) se une a los
mondmeros de Actina y promueve la formacion de filamentos, entregando los

mondmeros al complejo Arp2/3 adyacente (Bieling y cols., 2018).

Wg: Wingless, proteina que se une a un ligando de la familia de receptores Frizzled, de 7

pasos transmembrana.

WH1: Dominio presente en las proteinas WASP, involucradas en la polimerizacién de

Actina.

WH2: Wiskott-Aldrich syndrome Homology regién 2, es un domino de interaccion a

mondmeros de Actina (Paunolay cols., 2002).
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Whnt: grupo de proteinas que funcionan como moléculas de sefalizacién. Su nombre
hace referencia a una contraccion de las proteinas Wingless e Integrated, las primeras

identificadas de este grupo.

WRC: Wave Regulatory Complex, complejo multiproteico regulador de Scar/Wave. Esta

compuesto por 5 subunidades que mantienen en un estado inactivo a Scar/WAVE.
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RESUMEN

El citoesqueleto es un componente esencial en todas las células. En particular, el
citoesqueleto de Actina cumple multiples funciones, desde el desarrollo de un
organismo, la migracion celular, hasta la formacién de distintas estructuras celulares,
tales como pelos cuticulares o tricomas, que corresponden a una extensién de la
membrana plasmatica. En Drosophila melanogaster, las células epiteliales forman un
Unico pelo o tricoma en la zona apico-distal de estas. Durante el desarrollo, esta
estructura se forma por la acumulacidon polarizada de Actina y su subsecuente
polimerizacién lineal, la que es finamente regulada. Sin embargo, aln no se tiene claro
cuales son los mecanismos moleculares que promueven la acumulacién y polimerizacién
de Actina para la formaciéon de pelos en las células epiteliales de insectos como

Drosophila melanogaster.

En nuestro laboratorio se encontré una mutacidn en un gen no caracterizado en
Drosophila melanogaster. Dicha mutacidon en homocigosis genera la letalidad del animal
en el periodo embrionario. Para analizar el fenotipo celular asociado a la mutacion de
dicho gen, utilizamos mosaicos celulares. Se observoé que en células epiteliales mutantes
para pelado, la formacién de pelos es inhibida. Junto con esto, en células del sistema

inmune de Drosophila, la pérdida de funcién de Pelado genera una alteracién en la forma
XV



celular, las que aparentemente no se adhieren bien a la superficie de contacto. Sin
embargo, al inducir la ganancia de funcién en estas mismas células se observa la
formacién de filopodios. Estos datos en conjunto sugieren que Pelado promueve la

polimerizacién lineal de Actina durante la formacion del pelo.

El fenotipo en la formacién de pelos o tricomas generado por la pérdida de funcion de
Pelado es revertido con la ganancia de funcién de Diaphanous, que corresponde a una
formina, que nuclea y polimeriza la Actina de manera lineal. Este fenotipo también es
revertido por la pérdida de funcién de Scar/WAVE, proteina que induce la polimerizacion
ramificada de Actina. En el caso de los hemocitos, |la pérdida de funcién de Diaphanous
revierte la formacion de filopodios inducida por Pelado. Esto indica que la funcién de

Pelado podria estar mediada por la regulacién de la formina Diaphanous.

Se generd una mutante que carece del extremo C-terminal de Pelado con la intencion de
determinar si era suficiente para cumplir la funcién de la proteina completa. Al analizar
el fenotipo de ganancia de funcién de esta mutante sobre los hemocitos, se observé que
de todas maneras se induce la formacidn de filopodios. Sin embargo, esta mutante no es
capaz de revertir el fenotipo de pérdida de funcién de Pelado en la formacién del pelo.
Indicando que el extremo N-terminal de Pelado cumple la funciéon de inducir la

polimerizacién lineal de Actina, pero no asi en la formacién del pelo.
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Finalmente, el analisis de la distribucion celular de ambas versiones de Pelado, muestra
que la version silvestre se localiza mas periféricamente que la que carece del extremo C-

terminal, sugiriendo que esta region es necesaria para su localizacién subcelular durante

el proceso de formacién del pelo.
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ABSTRACT

Cytoskeleton is an essential component in every cell. In particular, Actin cytoskeleton
fulfill several functions, from development of an organism, cell migration, to different

cell structures formation, such cellular as hairs or trichomes.

In Drosophila melanogaster, a single hair grows at the distal side of the apical cortex of
every epithelial cell. During development, this structure is formed by the polarized
accumulation of Actin and its subsequent linear polymerization, which is tightly
regulated. However, it is still not clear what are the molecular mechanisms that promote
the accumulation and polymerization of Actin for the hair formation in insects as

Drosophila melanogaster.

In our lab, we found a mutation in an undescribed gene of Drosophila, which in
homozygosity causes embryonic lethality. To analyze the cellular phenotype associated
with this mutation, we use cell mosaics. We observed that in mutant epithelial cells, hair
formation is inhibited. Moreover, loss of function of Pelado in immune cells generates
cell shape defect and its gain of function promotes filopodia formation. All this data
together, indicates that Pelado promotes linear actin polymerization during hair

formation.
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The hair formation phenotype generated by Pelado loss of function, is reversed by
Diaphanous gain of function, which is a type of formin, that nucleates and polymerize
Actin in a linearly. This phenotype is also reversed by the Scar/WAVE loss of function, a
protein that induces the branched actin polymerization. In hemocyte cells case, the
Diaphanous loss of function reversed the filopodia formation induced by Pelado gain of
function. This indicates that Pelado function in Actin polymerization could be mediated

by Diaphanous.

In order to start unveiling the role of the different domains of Pelado, we generated a
new mutant, that lacks the C-terminal portion of Pelado. This mutant was generated to
determine whether this region is enough to fulfill the entire protein function. This new
mutant also induces the filopodia formation in hemocytes. However, this mutant is not
able to revert the hair formation phenotype induced by Pelado loss of function,
indicating that the amino portion of Pelado is sufficient to induce linear Actin

polymerization, but not to induce hair formation.

Finally, analyses of cellular distribution of Pelado forms shows that wild type version has
a more peripheral location than the mutant, suggesting that the C-terminal region is

required for its localization.
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INTRODUCCION

Citoesqueleto

El citoesqueleto es un componente esencial en todas las células, tanto eucariontes como
procariontes. La principal funcién del citoesqueleto es proveer estabilidad estructural
para la célula. Entre otras funciones también se pueden mencionar: contribuir al
movimiento celular, mantencién de las membranas plasmdtica y nuclear, y la
organizacién del contenido de las células. Estd compuesto por distintos filamentos
proteicos que se caracterizan principalmente por su didmetro, las subunidades que lo

conforman y su disposicion (Lodish y col., 2005; Fletcher y Mullins, 2010).

En las células eucariontes, los componentes mas conocidos del citoesqueleto son los
microtubulos, los filamentos intermedios y los filamentos de Actina; sin embargo, existe
un componente que se ha descrito recientemente, las septinas. Todos estos
componentes del citoesqueleto conforman un polimero de subunidades proteicas (Beise

and Trimble, 2011).



Debido a su relevancia funcional, las proteinas que constituyen el citoesqueleto han sido
altamente conservadas durante la evolucidn; dicha conservacion se observa tanto en la
secuencia como en la estructura, y se explica por las multiples funciones criticas que
dependen del citoesqueleto. Sin embargo, sélo se han encontrado homodlogos de Actina
y tubulina en bacterias, lo que podria indicar que los filamentos intermedios y las
septinas aparecieron mas tarde en la evolucion del sistema citoesquelético (Lodish y col.,

2005).

La regulacion de los distintos componentes del citoesqueleto aqui descritos permite la
formacion de las distintas estructuras celulares, asi como también la mantencion de la
forma celular, y la migracién, entre muchos otros procesos, que dependen finalmente
de la diferenciacién o especializacién que posea cada célula. A continuacion, se describira
la formacién y regulacién de los filamentos de Actina, ya que serd el foco de estudio en

la presente tesis.

Filamentos de Actina

La Actina es la proteina mds abundante de las células eucariontes, lo que se explica
porque forma estructuras que cubren grandes espacios. La Actina existe como
monodmeros globulares (Actina-G) y como polimeros filamentosos (Actina-F), que
corresponden a una cadena lineal de subunidades de Actina-G, cuya formacidn depende

de la unién de Actina-G a ATP. La formacién de dichos filamentos requiere de dos etapas,



la nucleacién y la elongacidn, siendo la nucleacidn la etapa limitante del proceso, debido
a que requiere de un centro nucleador compuesto por tres monémeros de Actina (Zobel
y Bogdan, 2013). Los filamentos de Actina también se denominan microfilamentos, y
corresponde al componente mds dindmico del citoesqueleto. Ademas, de su
organizacién depende la forma distintiva de una célula (Campellone y Welch, 2010;

Lodish y cols., 2005).

Los filamentos de Actina se forman con dos hebras enrolladas entre si, generando una
estructura de unos 7 nm de didametro. Todas las subunidades de un filamento de Actina
apuntan hacia el mismo extremo del filamento, lo que indica que el filamento presenta
polaridad, al igual que lo microtubulos (Huxley, 1963; Woodrum y cols., 1975; Lodish y
cols., 2005). Por convencion, se denomina extremo (+) al extremo del filamento donde
se adicionan los mondémeros de Actina, y extremo (-) al extremo por donde se remueven
los mondmeros de Actina (Beggy cols., 1978). El citoesqueleto de Actina esta organizado
en varias estructuras de gran tamafio, que se extienden a lo largo de la célula y, debido
a su tamafio, este componente del citoesqueleto puede cambiar con facilidad la
morfologia celular mediante su ensamblaje y desensamblaje constante, fendémeno
conocido como treadmilling. Ademas, el largo de los filamentos puede variar
enormemente y también se pueden entrecruzar para formar redes y haces, cuya
estructura no se mantiene rigida. Esta flexibilidad les permite a las células adoptar

muchas formas y transformarlas con facilidad. Esto es importante especialmente en las
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células motiles donde el citoesqueleto debe desensamblarse con rapidez (Lodish y cols.,

2005; Carlier y Shekhar, 2017; Clainche y Carlier, 2008).

Algo muy importante a considerar respecto de la polimerizacién de los filamentos de
Actina es que estd regulado por diversas proteinas que se unen a Actina-G. Hasta la fecha
se han descrito mas de 150 proteinas que contienen dominios de unidn a Actina (Fletcher
y Mullins, 2010); entre estas algunas pueden promover o inhibir su polimerizacién. Por
ejemplo, la proteina Timosina es considerada la principal proteina secuestradora de
Actina-G en la célula y bloquea el sitio de unién a ATP de la Actina-G y de esta forma
inhibe su polimerizacién (Lodish y col., 2005). Mientras que la proteina Profilina también
une monomeros de Actina, pero su principal funcién es promover el ensamble de
filamentos de Actina en la célula (Kovar y cols., 2003). También hay otras proteinas que
se unen a Actina-F y de esta forma controlan el largo de los filamentos. Por ejemplo,
algunas de ellas cortan dichos filamentos y asi se generan nuevos extremos disponibles
para la polimerizacidn; ejemplos de este grupo de proteinas son Gelsolina y Cofilina
(Chou vy cols., 2001; McGough y cols., 1997). Otro grupo de proteinas se unen a los
extremos de los filamentos de Actina, pero sin cortarlos y de esta forma se impide la
unién de nuevos mondémeros en ese filamento, un ejemplo es Tropomodulina
(Campellone y Welch, 2010; Lodish y col., 2005; Zobel y Bogdan, 2013; Carlier y Shekhar,

2017).



Ahora bien, entre las proteinas que regulan la polimerizacién de Actina y por ende su
dinamica, son muy importantes aquellas proteinas o factores que son capaces de inducir
la nucleacién de los filamentos de Actina, que permitird la posterior elongacién de dichos
filamentos. Su importancia radica en que este evento constituye la etapa limitante del
proceso, debido a la inestabilidad de los dimeros y trimeros de Actina (Campellone y

Welch, 2010; Jockusch, 2004).

Nucleacion de Filamentos de Actina

El citoesqueleto de Actina tiene la particularidad de polimerizar tanto de manera lineal
como ramificada, dependiendo de la actividad de las proteinas que conducirdn cada uno
de estos tipos de polimerizacion (Lodish y col., 2005; Suarez y Kovar, 2016; Campellone

y Welch, 2010). A continuacién, veremos cada uno de estas formas de polimerizacién:

- Polimerizacion lineal de Actina: este tipo de polimerizacidon requiere de la
participacién de proteinas Forminas, que presentan el dominio FH2 (Campellone
y Welch, 2010; Bogdan y cols., 2013). Dimeros del dominio FH2 nuclean la
polimerizacién y se mantienen unidos al extremo creciente del filamento
(Romero y cols., 2004). La presencia de Profilina acelera el proceso de elongacién
del filamento generado por las Forminas (Shimada y cols., 2004). Este proceso

también esta regulado por GTPasas de la familia Rho, que activan a las Forminas



liberando el estado de autoinhibicidon que presentan (Campellone y Welch, 2010;

Jockusch, 2004; Clainche y Carlier, 2008).

1
G-actin
Profilin

FHI

F-actin

Figura 1: Mecanismo de polimerizacién lineal de filamentos de Actina. En esta imagen se observa como se
produce la nucleacidn y elongacion de los filamentos de Actina mediante la actividad de las forminas. Dicha
actividad depende de los dominios FH1 y FH2 de las forminas. Al respecto, los dominios FH2 forman
dimeros hasta formar una estructura que se asemeja a una dona y estas corresponden a las subunidades
cataliticas de las forminas, mientras el dominio FH1 se une a Profilina, que a su vez une monémeros de
Actinay de esta forma acelera el proceso de elongacién del filamento. Modificado de Campellone y Welch,
2010.

- Polimerizaciéon ramificada de Actina: requiere de la participacién del complejo
Arp2/3. Este pertenece a la familia de Proteinas Relacionadas a Actina (Actin-
related proteins, Arp), las que presentan alrededor de un 50% de similitud en la
secuencia con Actina (Frankel y Mooseker, 1996). El complejo Arp2/3 se une a un
filamento de Actina para nuclear un nuevo filamento, que crecera formando un

angulo de 70° respecto del filamento original (Mullins y cols., 1998). La

combinacidon de ambos filamentos genera una red ramificada donde el complejo
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Arp2/3 se ubica en los puntos o vértices de ramificacién (Campellone y Welch,
2010). Esta ramificacidn es a su vez estimulada por la familia de proteinas WASp,
gue estd regulada por distintas GTPasas de la familia Rho. Esta red es estabilizada
ademas por proteinas como filamina (Campellone y Welch, 2010; Jockusch, 2004;

Lodish y col., 2005; Clainche y Carlier, 2008).

R R R e R R R R R R R R R T R R TR R TR R TR R TR R TR R TR R TR T R TR TR TR TR R R R TR R R TR R TR TR R TR R R TR R R TR R R TR R R TR

Class |
NPF

G-actin—@ S
ARP2/3

complex

F-actin

Figura 2: Mecanismo de polimerizacidon ramificada de filamentos de Actina. Esta imagen ilustra la
secuencia en que ocurre la nucleacion ejercida por el complejo Arp2/3. Para ello se requiere de la presencia
de un filamento de Actina preexistente al cual se va a unir el complejo Arp2/3 junto con algtn factor NPF
I, y los mondmeros de Actina y asi se genera la nucleacion de un nuevo filamento de Actina (ramificado)
que esta a 70°del preexistente, generando asi una red de filamentos de Actina. Modificado de Campellone

y Welch, 2010.
Ahora bien, como se ha mencionado, cada tipo de nucleacién de Actina requiere de la
participacién de proteinas especificas, las que a su vez también son reguladas por otras

proteinas. A continuacidn, se detalla el funcionamiento de las principales proteinas

nucleadoras de los filamentos de Actina.



Forminas: proteinas nucleadoras de Actina que inducen la polimerizacién lineal (no
ramificada) de Actina. Su principal caracteristica es que poseen los dominios de
Homologia a Formina FH1 y FH2 (Campellone y Welch, 2010; Bogdan y cols., 2013).
Existen siete diferentes subclases: Diaphanous (Dia), Proteinas relacionadas a forminas
en leucocitos (FRLs), Activadores de morfogénesis asociados a Dishevelled (DAAMs),
Proteinas con dominios de homologia a formina (FHOD), forminas (FMNs), Delfilina, y
forminas invertidas (INFs) (Campellone y Welch, 2010; Higgs y Peterson, 2005). Los
dominios FH2 son suficientes para gatillar la nucleacién de Actina y se mantienen unidos
al extremo creciente del filamento y alli compiten con otros factores para determinar el
largo del filamento (Romero y cols., 2004). Dichos dominios FH2 funcionan como
homodimeros (Figura 1) implicando que dicha nucleacién involucra la estabilizacion de
los dimeros de Actina (Harris y cols., 2004). Ademas, como se menciond previamente, la
unién a Profilina mediante el dominio FH1 acelera la elongacidn del filamento, debido a
un incremento en la concentracion de monémeros de Actina en dicho lugar. La formina
mejor caracterizada es Diaphanous, y esta tiene una organizacion modular que puede
ser dividida en tres regiones funcionales: la region N-terminal que incluye el dominio
GBD y el Dominio inhibitorio de Diaphanous (DID) que participa en la autoinhibicién,
mientras que en el extremo C-terminal contiene los médulos FH1 y FH2 mas el Dominio
autorregulatorio de Diaphanous (DAD) que une los dominios GBD-DID inhibiendo la

actividad polimerizadora del dominio FH2. Dicha interaccién inhibitoria es liberada por



la unién de la GTPasa RhoA (Bogdan y cols., 2013; Campellone y Welch, 2010; Kovar,

2006; Clainche y Carlier, 2008; Faix y Grosse, 2006; Carlier y cols., 2013).

Complejo Arp2/3: Este complejo estd constituido por siete polipéptidos asociados, que

incluyen Arp2, Arp3 y otras cinco subunidades: Arpcl a Arpc5. De la misma forma que la
Actina, Arp2 y Arp3 también se unen a ATP. El complejo Arp2/3 por si solo es un
nucleador ineficiente, pero la unién a un filamento aumenta su actividad (Drenckhahn y
Pollard, 1986; Mullins y cols., 1998). Dicha actividad también requiere de la fosforilacién
de Arp2 (LeClaire y cols., 2008). Un tercer contribuyente a la activacién de Arp2/3, y el
mejor caracterizado, involucra la unién a Factores Promotores de la Nucleacién
(Nucleation-promoting Factors, NPFs). La mayoria de estos NPFs usan el dominio WCA
para activar el complejo Arp2/3, el que esta compuesto por uno o mas dominios WH2
(WASP homology 2) que unen mondmeros de Actina (Paunola y cols., 2002; Carlier y
cols., 2013), mas una regidn conectora anfipatica y un péptido acidico que
colectivamente se unen a Arp2/3. El conector puede interactuar con el complejo Arp2/3
y con la Actina (Figura 2) (Machesky y cols., 1999; Campellone y Welch, 2010; Goley y

Welch, 2006; Kang y cols., 2010; Rotty y cols., 2013; Clainche y Carlier, 2008).

NPFs: existen dos grupos de NPFs, | y Il. El grupo | es el mas grande y estimula la
nucleacién mediada por el complejo Arp2/3. Entre los NPFs de clase | se encuentran N-
WASP y Scar/WAVE. La actividad de los NPFs de clase | ocurre mediante el dominio WCA

gue se encuentra en el extremo carboxi-terminal, pero poseen diversos dominios en el
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amino-terminal que permiten una regulacion y funcién diferencial. En base a esto, se ha
sugerido que WASP y Scar/WAVE controlan distintos procesos dependientes del
complejo Arp2/3 durante el desarrollo animal. Por ejemplo, WASP es requerido
especificamente para la ejecucidn apropiada de las divisiones asimétricas en los linajes
neurales, mientras que Scar/WAVE tiene un rol importante en la regulacion de la
morfologia del axén del sistema nervioso central durante el desarrollo embrionario de
Drosophila melanogaster (Zallen, 2002; Ben-Yaacov y cols., 2001), asi como también es
importante para la oogenesis normal en este modelo (Chen y cols., 2014). En el grupo Il
de NPFs se encuentra Cortactina. Las proteinas que componen este grupo, carecen del
dominio WCA, pero poseen un dominio acidico (regién A) en su extremo amino-terminal.
Dicha region A se une al complejo Arp2/3. También presentan una region de dominios
repetidos en tdndem que se unen a F-Actina, que es requerido para la activacién del

complejo Arp2/3 (Campellone y Welch, 2010; Goley y Welch, 2006; Rotty y cols., 2012).

N-WASP: posee una organizacién modular que consiste de un dominio N terminal de
homologia a WASP (WH1), mas un dominio de unién a Rac y Cdc42 (dominio CRIB), un
dominio autoinhibitorio, lamado dominio de unién a GTPasa (GBD), y un dominio rico
en Prolina (PRD) adyacente a su dominio WCA. Por si solos, estas proteinas estdn en una
conformacion inactiva, y la unién de otras proteinas como la GTPasa pequeiia Cdc42
cambia la conformacién de N-WASP, liberando el dominio WCA, activandola, fenédmeno

gue también puede ser producido por la unién de fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP,).
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En respuesta a la activacion, N-WASP dirige al complejo Arp2/3 para polimerizar Actina

durante una multitud de funciones celulares (Campellone y Welch, 2010).

Scar/WAVE: a diferencia de WASPs, Scar/WAVE estd completamente activada y no
presenta autoinhibicién. Sin embargo, su actividad esta regulada por su inclusién en el
complejo regulatorio WAVE (WRC, WAVE Regulatory Complex). Presenta el dominio de
homologia a Scar (SHD) en su extremo amino terminal, que se asocia con el complejo
WRC compuesto por HSPC300, Abil, Nap1, y Sral. La remocidn de cualquiera de las
subunidades mencionadas altera la estabilidad y/o localizacién de las otras, lo que
implica que el complejo se comporta como una unidad. Su activacién requiere de la
unién de moléculas que interactian con parte del complejo WRC, como proteinas que
contienen el dominio SH3, la unién a fosfoinositol 3,4,5 trifosfato (PIP3) y la GTPasa
pequefia Rac. A diferencia de la versatilidad de N-WASP, la principal funciéon de
Scar/WAVE es activar al complejo Arp2/3 durante la protrusion de membrana y la
movilidad celular (Campellone y Welch, 2010; Davidson e Insall, 2010; Clainche y Carlier,
2008; Davidson e Insall, 2013). Se ha descrito que en ausencia de cualquiera de los
miembros del complejo WRC, Scar es degradado rapidamente por el proteasoma (Kunda

y cols. 2003).
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Figura 3: Estructura Complejo WRC. En esta imagen se ilustra las proteinas que componen el complejo
WRC, entre las que se incluye Scar/WAVE. También se observa uno de los mecanismos posibles para su

activacion, que corresponde a la unién con la GTPasa Rac. Modificado de Goley y Welch, 2006.

Competencia por los mondmeros de Actina

Se ha descrito ampliamente que las células poseen una alta concentraciéon de Actina
monomérica, en exceso respecto de la concentracién requerida para la formacién de
nuevos filamentos de Actina (Koestler y cols., 2009; Burke y cols., 2014; Lodish y cols.,
2005; Pollitt e Insall, 2009). Sin embargo, la mayoria de dichos mondmeros se encuentran
unidos a proteinas, limitando asi la cantidad disponible para generar nuevos filamentos
y estableciendo una competencia por estos en los diferentes tipos de polimerizacién

(Burke y cols., 2014; Heson y cols., 2014; Suarez, y cols., 2015; Suarez y Kovar, 2016).

Ademas, se ha descrito, en levadura, que esta competencia esta inclinada hacia la

polimerizacién ramificada de Actina, debido a que hay un mayor nimero de proteinas
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qgue favorecen este tipo de polimerizacién (Sudrez y cols., 2015).

En particular, se ha descrito que evaluando la dindmica del citoesqueleto de Actina
mediante el uso de Lifeact-GFP (Riedl y cols, 2008), al utilizar un inhibidor del complejo
Arp2/3 como CK-666 (Hetrick y cols., 2013), se observa un aumento considerable en la
formacioén de filamentos lineales de Actina (Figura 4), lo cual es inhibido al utilizar la
droga Latrunculina A, que actla secuestrando mondmeros de Actina (Burke y cols.,

2014).

La competencia por los mondmeros de Actina se ha descrito para diversas proteinas que
regulan la dindmica de Actina y que favorecen un tipo de polimerizaciéon en desmedro
del otro. Por ejemplo, la proteina Profilina favorece la polimerizacidon lineal de Actina,
mediada por las forminas, inhibiendo al mismo tiempo la nucleacién ramificada de
Actina, mediada por el complejo Arp2/3, al inhibir la asociacién de su activador (WCA)

con los mondémeros de Actina (Suarez, y cols., 2015).

Por el contrario, la proteina Cip4 (Cdc42-interacting protein 4) recluta y activa a proteinas
activadoras del complejo Arp2/3 como WAVE y Wasp, induciendo asi la polimerizaciéon
ramificada de Actina. Respecto de Cip4, se ha confirmado recientemente que ademas es
capaz de interactuar con la formina Diaphanous e inhibir su actividad, estimulando asi la
polimerizacién ramificada de Actina mediante dos mecanismos (Graziano y cols., 2014;

Yany cols., 2013).
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Figura 4: Competencia por monomeros de Actina. Imagen que muestra el efecto dosis-dependiente de
CK-666, droga que inhibe la actividad del complejo Arp2/3, en células de levadura. Mediante este ensayo
se muestra que al reducir la actividad de dicho complejo y por ende, se reduce la polimerizacidon ramificada
de Actina, se activa o induce la polimerizacién lineal de Actina, lo que evidencia la competencia por los

monomeros de Actina en la célula. Modificado de Burke y cols., 2014.

Estructuras celulares cuya formacion dependen del citoesqueleto de Actina

Como se ha mencionado previamente, la integridad del citoesqueleto es esencial para
que las células formen y mantengan su forma y estructura. Ademas, los distintos tipos
celulares presentan caracteristicas morfolégicas que se traducen en una diferenciacién
especifica a nivel de la superficie celular, la cual posee una base estructural, y se conocen
como especializaciones celulares (Arendt, 2008). La diferenciacion estructural subyace a
diferencias en funcionalidad, lo que dependerd del tejido, érgano u organismo al que
pertenezca. La formacién de estas especializaciones requiere de una estructuracién

particular del citoesqueleto tanto de Actina como de microtubulos (Lodish y col., 2005).
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Se sabe que hay estructuras cuya formacién dependen o requieren de la polimerizacién
lineal o ramificada de Actina, dependiendo del caso. Asi como también hay estructuras
gue requieren para su formacién de ambos tipos de polimerizacién de Actina (Clainche
y Carier, 2008). Por ejemplo, los lamelipodios son estructuras celulares que estan
compuestos por redes y manojos de filamentos de Actina (Zobel y Bogdan, 2013; Suarez
y Kovar, 2016; Clainche y Carlier, 2008). Mientras que la formacion de filopodios requiere
de la polimerizacidn lineal de Actina, mediante proteinas Forminas, y ademas requiere
de la proteina Fascina para estabilizar dichas estructuras, entre otras funciones (Figura
5) (Zanet y cols., 2012; Suarez y Kovar, 2016; Clainche y Carlier, 2008). A su vez, cada una
de estas estructuras requiere para su formacion y estabilizacién de la participacion de
otras proteinas como WASP y WAVE, en el caso de la formacién de lamelipodios y
Profilina y Fascina, en la formacion de filopodios (Campellone y Welch, 2010; Suarez y

Kovar, 2016).

La polimerizacién de Actina mediada por Diaphanous es requerida para la formacion de
una notable variedad de estructuras celulares, ejemplos son fibras de estrés, filamentos
dorsales que emergen desde las adhesiones focales en el frente migratorio y el anillo
contractil que se forma durante la citoquinesis, también se localiza en los filopodios, y
participa en la formacién de uniones de adhesién celular. Ademads, la polimerizacion de
Actina gatillada por Diaphanous resulta en la translocacion del coactivador

transcripcional MAL hacia el nucleo, y por ende, en la activacién de un programa de
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expresion génica que controla procesos del desarrollo que dependen de la migracién

celular, la contractilidad o la morfogénesis (Campellone y Welch, 2010; Faix y Grosse,

2006).
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Figura 5: Principales estructuras formadas por distintos tipos de polimerizacién de Actina. En esta imagen
se observan las principales estructuras celulares cuya formaciéon depende del citoesqueleto de Actina,
lamelipodios y filopodios. También se muestran las principales proteinas que participan en la formacion
y/o estabilizacidn de dichas estructuras. Modificado de Clainche y Carlier, 2008.

Como se menciond previamente, el citoesqueleto de Actina también es esencial para la
formacién de distintas estructuras que constituyen especializaciones celulares, y que
otorgaran una funcidn particular a la célula que la(s) contenga. Ejemplos de ellas son

protrusiones de membrana como microvellosidades, estereocilios, pelos sensoriales,

filopodios y lamelipodios (Revenu, 2004).
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Por otro lado, también se ha descrito en particular que en el proceso de formacién del
axon en las células nerviosas es esencial la participacion tanto de microtubulos como de
filamentos de Actina, siendo este ultimo componente el que dirige los cambios
estructurales durante el crecimiento de las neuritas y sirviendo al mismo tiempo como
guia para el desarrollo del axén (Da Silva y Dotti, 2002; Koch y col., 2014; Lewis y cols.,
2013; Sainath y Gallo, 2015; Tahirovicy cols., 2010; Pak y cols., 2008; Korobova y Svitkina,

2008; Bernadskaya y cols., 2012).

Bundled Branched
a Bristles b Microvill C Stereocilia d Filopodia e Lamelipodia

Fascin, forked | [ Vilin, fimbrin, espin| [Espin, fimbrin | [ Fascin, a-actinin Arp2/3, filamin

o §

Figura 6: Estructuras formadas por la polimerizacidon de Actina, lineal o ramificada. Se observan distintos

ejemplos de estructuras, o especializaciones celulares, cuya formacién depende del citoesqueleto de
Actina. Modificado de Revenu y cols., 2004.

Como se ha mencionado previamente, existen distintas proteinas capaces de inducir la
actividad del complejo Arp2/3 y como consecuencia de ello, la polimerizacion ramificada
de Actina. Entre dichas proteinas, las mas caracterizadas son Wasp y Scar/WAVE. Sin
embargo, cada una de estas tiene distintas funciones dependiendo del tipo celular en

que se encuentren.
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Los componentes del complejo regulatorio de Scar/WAVE también tienen un rol en
distintos procesos de desarrollo. Por ejemplo, se sabe que Abi activa a WASP para
promover el desarrollo del érgano sensorial en Drosophila melanogaster. De esta forma,
Abi funciona como un regulador central que dirige procesos del desarrollo dependientes

de Wasp o Scar/WAVE (Bogdan y cols., 2005).

actin
filaments

Branched
actin filaments

Figura 7: Formacién de filopodios y lamelipodios. En esta imagen se muestra cémo estan constituidos y las
proteinas que participan o pueden participar en su formacién y posterior estabilizacion. Modificado de
Carlier y Shekhar, 2017.

La regulacion del citoesqueleto de Actina también es esencial para distintos procesos
celulares como la fagocitosis, y la quimiotaxis, especificamente en células del sistema

inmune, como macréfagos (Rougerie y cols., 2013; Briser y Bogdan, 2016). También se

ha descrito laimportancia del citoesqueleto de Actina (y sus proteinas reguladoras, como
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Scar) en la formacién de la fusion de mioblasto, en Drosophila melanogaster (Deng y

cols., 2016; Gildor y cols., 2009).

Otro ejemplo de estructura que se forma gracias a la estricta regulacién de la dindmica
del citoesqueleto de Actina son los pelos cuticulares o tricomas, que se forman en las
células epiteliales de Drosophila melanogaster, los que estdn constituidos
principalmente por ese componente del citoesqueleto. A continuacién, se detallara este
proceso y la participacién de las distintas proteinas que regulan el citoesqueleto de

Actina en dicho contexto.

Formacion de pelos cuticulares o tricomas en Drosophila melanogaster

Cada una de las células epiteliales que conforman a la mosca Drosophila melanogaster
forman un Unico pelo ubicado en la zona apico-distal de esta. Su formacion ocurre
durante la etapa pupal, especificamente alrededor de 28 horas después de la formacién
de la pupa (APF, After Pupae Formation) y culmina alrededor de las 40 horas APF, a 25°C.
Estos pelos estdn compuestos principalmente por filamentos de Actina y microtubulos,
y son una extensién de la membrana plasmatica que posteriormente serdn recubiertos
por quitina (Mitchell y cols., 1983). Es por este motivo que son estructuras que al ser
utilizadas como modelo de estudio, facilitan la identificacion de mutaciones en genes

gue juegan roles importantes en la regulaciéon del citoesqueleto de Actina.
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El ala de Drosophila melanogaster posee una estructura plana y simple por lo que se
puede utilizar para estudiar la funcién génica en la formacién de tricomas en estadios
pupales, como sus efectos en adultos. Ademads, otras ventajas son que dicha formacion
ocurre de manera prdacticamente sincrénica y que, durante ese proceso, no hay
divisiones celulares que compliquen el proceso de analisis (Mitchell y cols., 1983; Ren y
cols., 2005). Esto permite que la viabilidad celular no se vea afectada. Mientras que este

modelo también permite identificar la identidad de los genes mutados.

Estd ampliamente caracterizado que tanto el citoesqueleto de Actina, como el de
microtubulos son esenciales para la morfogénesis de los pelos epidermales o tricomas.
Los microtubulos participan determinando el posicionamiento del tricoma en la parte
mas distal de la célula, mientras que los filamentos de Actina son constituyentes
fundamentales del tricoma y mantienen la integridad de éste (Turner y Adler, 1998). De
acuerdo con lo anterior, se ha descrito que al inhibir la polimerizacidon de microtubulos
utilizando Vinblastina, se induce la aparicion de multiples pelos, mientras que al inhibir
la polimerizacién de Actina utilizando altas concentraciones de Citocalasina D en pupas
(1uM), se impide completamente la formacién de pelos; sin embargo, este tratamiento
no alteréd la formacion de los pelos sensoriales lo que indicaria que la polimerizacion de
Actina es esencial para la formacién de un Unico pelo cuticular por célula (Turner y Adler,

1998).
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Justo antes de la formacidn del tricoma, se observa la acumulacidn de Actina en la regién
distal de la célula, precisamente en el lugar donde se formara el pelo. También se ha
determinado que las GTPasas Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) y Cdc42
(cell division control protein 42 homolog) son necesarias para la apropiada formacién y
ubicacién de los tricomas y tienen directa influencia en la polimerizacién de Actina. Esto
se evidencioé durante el desarrollo pupal de Drosophila, donde al expresar un dominante
negativo para Racl se indujo la aparicién de dos o tres pelos por célula, mientras que al
utilizar un dominante negativo para Cdc42, las células carecieron de tricomas. Cabe
destacar que Cdc42 y Racl ejercen su efecto sobre el citoesqueleto de Actina a través de
la regulacion de las proteinas de la familia Wasp/WAVE (Wiskott-Aldrich syndrome
protein), las que a su vez inducen la polimerizaciéon de Actina de manera ramificada
mediante la activacion del complejo Arp2/3. Es probable entonces que para la correcta
formacion del pelo sea necesaria también una polimerizacién ramificada de Actina en la
zona distal de la célula. Aunque también se ha descrito que Cdc42 es capaz de inducir
también la formacién de filopodios, mediante la induccion de la polimerizacidn lineal de

Actina (Eaton y cols., 1996; Nobes y Hall, 1995).

Otra GTPasa pequefia que tiene relevancia en el contexto de formacion de tricomas es
Rhol, al respecto se sabe que es un regulador de la polimerizacién de Actina y ademas
se ha determinado que estimula la polimerizacién de Actina mediante la activacion de

Rok (Rho Associated Kinase). Por otro lado, también es capaz de activar a la proteina
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codificada por multiple wing hair (mwh) y promover su acumulacién proximal y de esta
forma inhibir la elongacion de filamentos de Actina en dicha zona. Se observé que previo
a laformacion del tricoma, Rho se distribuye en todo el citoplasma, mientras que cuando
comienza la formacién del pelo se acumula especificamente en la zona de crecimiento

(Yany cols., 2009).

El mecanismo por el cual se forman los pelos o tricomas, en las células epiteliales, no
estd completamente dilucidado, pero se cree que el tiempo de iniciaciéon de formacién
del pelo es regulado, al menos indirectamente, por la cascada de la hormona ecdisona
(Reny cols., 2005); por otro lado, se sabe que participan al menos 3 vias en paralelo y no
estd completamente claro de que haya una relacidon entre ellas. A continuacién,

analizaremos brevemente cada una de ellas.

1.- Via PCP (Fz/Stan)

La mayoria de los tipos celulares exhiben algun tipo de polaridad. Las células epiteliales
estan caracterizadas por polaridades apico-basales y en el plano del tejido, o polaridad
celular planar (PCP). Los mecanismos globales que establecen la PCP respecto del eje
corporal se mantienen desconocidos. Esto, dado que la sefal Wnt que es transducida a

las proteinas PCP es desconocida (Gao, 2012).

Hay tres estructuras adultas que han sido foco de estudio de PCP en Drosophila: pelos

sensoriales, omatidios y pelos cuticulares. La mds conocida es la formacién de los pelos
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cuticulares. El ala, que es plana y cada célula forma un tricoma relativamente largo que
apunta a distal ha sido el principal tejido para estudiar esta estructura (Adler, 2012;

Carvajal-Gonzalez y Mlodzik, 2014).

La via Frizzled (Fz)/PCP controla la orientacion distal de los tricomas en células epiteliales
del alay los genes que la componen estan jerarquizados en tres grupos: i) genes PCP: Fz,
Disheveled (Dsh), Prickle (Pk), Van Gogh (Vang), Flamingo (Fmi) y Diego (Dgo); ii) genes
PPE (Planar Polarity Effector): Inturned (In), Fuzzy (Fy), y Fritz (Frtz) y iii) Multiple wing
hair (Mwh) es el Unico miembro del tercer grupo. El grupo PCP estaria rio arriba de PPE
y Mwh, mientras PPE estaria rio arriba de Mwh (Strutt y Strutt, 2009; Gao, 2012; Adler,

2012; Carvajal-Gonzalez y Mlodzik, 2014).

La via fz controla PCP restringiendo el sitio de iniciacién del pelo a la parte mads distal de
las células del ala. La caracteristica clave de estas proteinas es que exhiben una
localizaciéon subcelular asimétrica proximo-distal una vez que se establece Ia
polarizacién. Sin embargo, no se tiene claro cdmo ocurre dicha distribucion asimétrica
de proteinas. Frizzled es una proteina receptora de siete dominios transmembrana y se
localiza en la regidn apicolateral de las células del ala pupal y, previo a la formacién del
tricoma, adopta una distribucién asimétrica en los extremos distales. Las proteinas Dsh
y Dgo también se localizan distalmente. Mientras que Vang y Pk se localizan en los
extremos proximales. Fmi se localiza en ambos extremos (Strutt y Strutt, 2009; Gao,

2012; Adler, 2012; Carvajal-Gonzalez y Mlodzik, 2014).
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Mwh se acumula en el la zona proximal,y se ha descrito una posible interaccién con
Inturned (Strutt y Warrington, 2008; Yan y cols., 2008; Lu y cols., 2010). Mutaciones en
los genes de dicha via llevan a la formacién de pelos en ubicaciones subcelulares
anormales y de anormal polaridad (Strutt y Warrington, 2008; Wong y Adler, 1993; Yan
y cols., 2008). Respecto de Mwh, esta proteina inhibe la polimerizacion de Actina,
actuando como una formina dominante negativa. Se sospecha que hay otros activadores
del citoesqueleto de Actina que participan en el proceso de formacion de pelo (Adler,

2012; Carvajal-Gonzalez y Mlodzik, 2014).

La prediccién en base a la secuencia de Mwh indica la presencia de un dominio FH3 y
GBD (GTP asa Binding Domain), los que se encuentran frecuentemente en proteinas de
la familia de las forminas (Faix y Grosse, 2006). Pero no contiene los dominios FH1 y FH2
caracteristicos. Mientras que en Diaphanous, el dominio GBD se une a la GTPasa Rho y
de esta forma se desplaza el dominio DAD C-terminal autoinhibitorio de DID. La vida
media de Mwh es de 2-3 horas en alas pupales. Mwh se acumula en la periferia de las
células entre 30 y 34 APF. Luego se localiza en la base de los pelos, alrededor de las 36 h
APF. El fenotipo mutante de mwh es la formaciéon de 3 a 5 pelos por célula. Mientras que
la ganancia de funcion de Mwh genera la formacién de pelos pequefios, células sin pelos,

entre otros fenotipos. (Yan y cols., 2008; Lu y cols., 2015).
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Figura 8. Vias Wnt. En esta imagen se muestran las distintas vias que participan en la sefializacién Wnt. Se
sabe que PCP estaria involucrado en la via Wnt/polaridad planar, independiente de Beta catenina. Se
desconoce cual seria el ligando activador de dicha via, pero se cree que podria ser Wg. Modificado de
Strutt, 2008.

Siendo Fz receptor de Wnt en diferentes contextos, aln no se ha encontrado evidencia
de un ligando Wnt que active la via de la polaridad planar (Strutt, 2008). Se ha propuesto
gue hay morfégenos actuando a este nivel, como Wingless (Wg), dado que su receptor

es Fz, una de las proteinas centrales de PCP (Figura 8). Sin embargo, no se ha probado

un rol para Wg en PCP en Drosophila (Gao, 2012).

2.- Via Ds/Ft/Fj

Esta via corresponde a la via Fat y Dachsous en conjunto con la proteina Four-jointed. Se
ha propuesto que este sistema actuaria rio arriba de la via PCP, proveyendo una sefal

direccional para orientar la polaridad del pelo en el ala. Ft es una protocadherina

25



expresada proximalmente, Ds también es una protocadherina, mientras Fj es una kinasa
residente del Golgi y expresada distalmente. Ft y Ds forman heterodimeros a través de
la membrana celular, y Fj las fosforila para modular dicha unién. Aparentemente dicha
modulaciéon es dual: favorece la interaccidn entre Ft y Ds, pero inhibe la interaccion de
Ds y Ft (Simon y cols., 2010). La expresién graduada de DS y Fj resulta en la formacién
sesgada del heterodimero Ft/Ds a lo largo del eje proximo-distal en el ala. Respecto de
la participacién de esta via, en la formacién del pelo o tricoma se ha descrito que
participaria en la generacién de asimetria entre las proteinas que componen la via PCP.
Aparentemente, el trafico de Fz hacia el extremo distal es dependiente de microtubulos.
Sin embargo, cdmo se transmite la sefial a la via PCP, es completamente desconocido y
se cree que ambas vias funcionan en paralelo (Strutt y Strutt, 2009; Sagner y cols., 2012;

Gao, 2012).

No se sabe como la localizacidn asimétrica de proteinas es regulado por el transporte a
través de microtubulos, a nivel molecular. Lo que si se ha descrito, es que CK-1 /gish, una
caseina kinasa, que coopera de manera independiente con Mwh para restringir la
formacion del tricoma a un solo sitio en la célula. CK-1 estaria regulando el trafico de

vesiculas polarizado mediada por Rab11 (Gault y cols., 2012).
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3.- Via Ovo/Svb

Ovo/Shavenbaby (Svb) es un factor de transcripcidén que funciona rio abajo de los genes
de polaridad de segmento y la via de sefalizacién EGF para regular la formacion de
denticulos y pelos en etapas embrionarias y pupales, respectivamente (Andrew y Baker,
2008; Payre y cols., 1999; Ren y cols., 2005). También se ha propuesto que la activacion
de la via Wg actua a través de la via B-catenina para inducir la transcripcion de svb (Delon

y cols., 2003).

La actividad de Svb es esencial y suficiente para modificar la organizacién del
citoesqueleto de Actina y de esta forma, la formaciéon de los pelos o tricomas en
Drosophila, dado que la presencia de Svb mutado lleva a la aparicidn de células sin pelos
(Delony cols., 2003; Delon y Payre, 2004; Ren y cols., 2005). También se ha descrito que
Svb activa la expresion de un subconjunto de genes que controlan la dindmica del
citoesqueleto de Actina, cuya inactivacién individual produce defectos en la morfologia

de las denticulas.

Entre los genes cuya expresion es dirigida por Svb podemos nombrar a shavenoid/kojak
(sha), codificante para una proteina descrita como asociada con Actina (Chanut-
Delalande y cols., 2006). Se sabe que sha es necesario, pero no suficiente para activar el
citoesqueleto de Actina para conducir la formacién del pelo y que actia de manera

auténoma celular. Al respecto, se ha descrito que Shavenoid se acumula en la cercania
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de la membrana plasmatica en los pelos crecientes, y principalmente en proximal, mas
qgue en distal. Mutaciones en sha también generan el fenotipo mas dramatico que se

observa en la formacion del tricoma: la ausencia total de este (Ren y cols., 2006).

También se ha descrito que Svb induce la expresiéon de miniature (m), codificante para
una proteina que se ha descrito como requerida para la interaccion membrana-cuticula.
Sin embargo, la expresion de m es requerida, pero no suficiente para la correcta
formacion de denticulas. También se ha descrito la participacién de otro gen como grainy
head, que también codifica para un factor transcripcional esencial para el desarrollo
normal del pelo y su polaridad, esto debido a que Grh es requerido para la localizacién
preferencial de Fz, Dsh, y Vang, y para la expresion normal de Stan. Ademas, se
determind que participa en una via independiente de Fz para el desarrollo del tricoma
(Lee y Adler, 2004). De manera similar a Grh, la via Fz actua aparentemente en paralelo

a Sha (Reny cols., 2005).

Sin embargo, no se sabe cudles son todos los blancos transcripcionales de Svb (aparte de
sha y m), pero entre otros potenciales genes blanco de Svb se encuentran Combover
(Cmb), Diaphanous, Cip4, y Sha, entre otras. Respecto de Cmb, se sabe que promueve
la formacidn de tricomas in vivo, pero no es esencial para dicha formacion. Hasta ahora,

cmb es el Unico gen reportado que suprime la actividad de Mwh (Fagan y cols., 2014).
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Se ha determinado que la formina Diaphanous es la responsable de la polimerizacién de
los filamentos de Actina que conformaran el pelo o tricoma en Drosophila. Ademas, se
ha observado una funcién antagdnica entre Mwh y Diaphanous. Dia se localiza en la
periferia celular previo a la formacién del pelo y luego, se localiza en los pelos crecientes.
También se establecié que Mwh y Dia son capaces de interactuar in vitro, mediante
ensayos de pull down e inmunoprecipitacion (Lu y Adler, 2015). Mientras que se ha
observado que la pérdida de funcion de Cip4 afecta la formacidn del pelo y la restriccién
del numero de pelos en el ala depende de Arp2/3 y requiere de la funcion de WAVE, pero

no de WASP (Fricke y cols., 2009).

Como se ha mencionado, la formacién de este tipo de estructuras se ha utilizado
ampliamente para estudiar o analizar los cambios dindmicos del citoesqueleto y los
efectos sobre el trafico de membranas que subyacen a la generacién de este tipo de

estructuras.

Ahora bien, en un screen genético de ganancia de funcién basado en elementos P,
realizado por los tutores de la presente tesis, se buscaba identificar genes involucrados
en la morfogénesis del ala. Se observd que el elemento EP631, en el cromosoma X,
presenta un fenotipo bastante particular en el ala de Drosophila melanogaster (Anexo

16).
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Asi, se identifico el gen CG32556 como chascon, debido al fenotipo de alteracién en la
orientacién de los pelos o tricomas (Olguin y cols., 2011). Entonces, se buscd la posible
reversion de dicho fenotipo. En esa blusqueda, se encontré un alelo letal (EP631'%3) que
revertia el fenotipo asociado con la activacion de EP631. Sin embargo, posteriormente
se evidencié que, curiosamente, existian dos mutaciones en distintas zonas del mismo
cromosoma X. Al generar tejidos mosaico para la mutacion EP631'®3 se observa un
fenotipo de células epidermales carentes de tricomas (Figura 9). Con el fin de identificar
a qué gen correspondia dicha mutacién, se realizaron ensayos de complementacién
utilizando distintas lineas con deficiencias en distinta zona del cromosoma X, disponibles
comercialmente. Se determind que Df(1) Exe 17465 no complementaba con el fenotipo
observado. Por lo tanto, se analizaron los genes que estaban presentes en la zona de la
mencionada deficiencia y se analiz6 mediante el uso de RNAs de interferencia cudl de
ellos generaba el mismo fenotipo. De esta forma, se llegd al gen CG34401. Las
caracteristicas fenotipicas observadas en las células mutantes o que poseen un alelo
mutante del gen, condujeron a denominar a este gen como pelado. Este es un gen
escasamente estudiado por lo que no se conoce cudl podria ser su funcién en el
desarrollo o el mecanismo por el cual participaria para la correcta formacion de estas

estructuras.
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Gen CG34401: pelado

Este gen se encuentra en el cromosoma X de Drosophila melanogaster y codifica para
una proteina predicha de unos 2100 aminodacidos. Andlisis de su secuencia revela la
presencia de multiples dominios, ubicados principalmente en el extremo N-terminal
(Figura 9). Entre estos, se destacan los dominios FH1 (Formin Homology 1), SWIM (en
relacién al factor transcripcional SWI2/SNF2 y la transposasa MuDR) (Makarova y cols.,
2002), y WH2 (Wiskott-Aldrich syndrome homology region 2). El dominio FH1 estd
presente principalmente en las forminas y estaria implicado en la interaccién con
Profilina (Faix y Grosse, 2006). El domino SWIM, corresponde a un dominio de dedos de
zincy permitiria la interaccién con otras proteinas e incluso con el DNA (Makarovay cols.,
2002; Ko y cols., 2014; Godin y cols., 2015). Finalmente, el dominio WH2 le otorgaria la
capacidad de unirse a mondmeros de Actina (Paunola y cols., 2002). La presencia de
estos dominios y el fenotipo asociado a la deficiencia de este gen, sugieren que esta
proteina podria regular la polimerizacién de Actina durante el crecimiento del tricoma.
Por otro lado, el extremo C-terminal se caracteriza por la presencia de regiones que no
tienen una estructura clasica (alfa hélice o beta plegada) por lo que se ha descrito como

una region “desorganizada”, lo que hace dificil predecir su funcion.
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Figura 9. Descripcion general del gen CG34401/pelado. A) Localizacion del gen en el cromosoma X de

Drosophila melanogaster. También se muestran los transcritos y polipéptidos descritos y codificados por

el gen CG34401 (pelado). Obtenido de www.flybase.org. B) Fenotipo generado al producir parches de

células que poseen mutado el gen pelado, mediante la técnica MARCM. C) Fenotipo generado al utilizar

un RNA interferente contra el gen CG34401 expresado con el driver Patch Gal4. Esto genera un fenotipo

de ausencia de tricomas en la zona de expresiéon del interferente (entre venas 2 y 3). D) Estructura predicha

de la proteina Pelado, codificada por el gen CG34401, también se indican los sitios mutados en las moscas

comerciales que se tienen disponibles (Pelado A y B), asi como el sitio blanco del RNA interferente

(BL18553).

EBAX-1, ortdlogo de pelado en C. elegans

Recientemente se describid la funcion de EBAX-1 (Elongin BC-Binding Axon regulator 1),
ortdlogo del gen pelado en C. elegans. Se determind que este gen es esencial para el
proceso de guia axonal y, consecuentemente, el desarrollo del sistema nervioso. En

dicho organismo, el mecanismo por el cual esta proteina regula el desarrollo nervioso,
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es actuando como parte de un complejo ubiquitin ligasa, donde EBAX-1 asegura el
correcto plegamiento de SAX-3 (homdlogo de Robo, proteina que ejerce una seiial
repulsiva en la guia axonal) en el citoplasma, sensando su forma mal plegada o no
plegada en condiciones de estrés térmico. En EBAX-1 los dominios descritos son BC-box,
Cul2 box y Dominio A, ademas del dominio SWIM. Dichos dominios son sindicados, por
los autores, como los responsables del mecanismo molecular. Al respecto, el dominio
SWIM permitiria la interaccion con DAF-21 (homdlogo de heat shock protein 90, HSP90)
facilitando el replegamiento de SAX-3 cuando estd mal plegada, mientras que los
dominios BC-box y Cul2 box permitirian la interaccidn con las proteinas Elonginas B/Cy
Culin 2, respectivamente; las que a su vez serian el nexo con el resto del complejo
ubiquitin ligasa, para asi ubiquitinar a SAX-3, y asi enviarla a degradacién por el
proteasoma cuando no pudo ser replegada. Por otro lado, el domino A aparentemente
estaria involucrado en la regulacion de la interaccién del dominio SWIM con DAF-21. En
dicha publicacién los autores no discuten o analizan la presencia de los dominios FH1 y
WH2, también identificados en EBAX-1 mediante nuestros analisis de secuencia, los que
podrian estar directamente relacionados con la polimerizacién de Actina (Wangy cols.,

2013).

Dado que EBAX-1 funciona en el sistema nervioso de C. elegans como un buffer,
degradando a SAX-3 en condiciones de alta temperatura, es posible especular que la

actividad de Pelado sobre la regulacion de la polimerizacién de Actina pudiese ser
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mediante un mecanismo andlogo, degradando algin componente inhibidor de la

polimerizacién de Actina responsable de su regulacidon durante la formacidn de tricomas.

Ub
Cullin 2 09‘ Figura 10: Complejo ubiquitin ligasa formado por

Elongin B EBAX-1 (ortdlogo de Pelado en C. elegans). En
esta imagen se ilustra cémo estaria conformado
el complejo ubiquitin ligasa descrito, asi como los

dominios de interacciéon con el resto del

SWIM EBAX-1 complejo. Modificado de Wang y cols., 2013.
U A
s N\
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De acuerdo con lo anterior, al disminuir la funcién de Pelado, mediante el alelo mutante
o por expresion de un RNAi en el ala, se genera la ausencia o deficiencia en la formacién
de tricomas. Todo esto podria implicar que Pelado podria tener una funcién similar que
su ortélogo en C. elegans enviando proteinas regulatorias de la dindmica del
citoesqueleto de Actina a degradacién mediante el proteasoma. Como, por ejemplo,
podria estar enviando a degradacién a una proteina que inhibe la formacién del pelo
como mwh, dado que inhibe la polimerizacidn lineal mediada por Diaphanous, o bien
podria enviar a degradacidn a una proteina que compita por los monémeros de Actina

para inducir la polimerizacién ramificada de Actina como Scar o Wasp, dado que se sabe
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que la formacioén del pelo requiere de la polimerizacion lineal de Actina mediante la

formina Diaphanous (Lu y Adler, 2015).

Los antecedentes presentados aqui respecto de la formacién del pelo en Drosophila
melanogaster muestran que es necesaria una regulacién estricta de la polimerizacion de
Actina y que es posible que exista una competencia por los monémeros de Actina
disponibles para producir los filamentos de Actina. Pelado seria necesario regulando una

o varias etapas del proceso de formacion del tricoma.

Hipétesis:

Pelado regula la dindmica del citoesqueleto de Actina, favoreciendo la polimerizacién

lineal de actina en Drosophila melanogaster.

Objetivo general:

Determinar el mecanismo por el cual Pelado regula el citoesqueleto de Actina, y

consecuentemente la formacién de tricomas.
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Objetivos especificos:

1.- Caracterizar el fenotipo de pérdida de funcion de Pelado. Determinar en qué

momento se genera la alteracidn en la formacion del pelo.

2.- Evaluar si la funcién de Pelado es homdloga a la funcién descrita como ubiquitin ligasa

para EBAX-1 en C. elegans (ortélogo de Pelado).

3.- Analizar el efecto de la ganancia o pérdida de funcidn de Pelado en células del sistema
inmune de Drosophila melanogaster y asi determinar si su efecto sobre el citoesqueleto

de Actina es global o estd enfocado exclusivamente a la formacién del pelo.

4.- Estudiar qué dominios de Pelado son necesarios para su funcidn sobre el
citoesqueleto de Actina y por ende para la formacién de tricomas en Drosophila

melanogaster.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

e Materiales cultivo Drosophila melanogaster

Harina sin polvos de hornear, Mont Blanc

Levadura fresca, Lefersa

Dextrosa monohidratada, Corns Products

Agar Agar, TCL

Acido propidnico, Winkler 100895

Nipagin, Metilparabeno. Winkler 103890

CO

e Materiales ensayos de diseccién de alas adultas

Etanol 100%, Labmed Ltda 1170

Acido lactico, Merck 1.00366.2500
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o Materiales ensayos de inmunofluorescencia

PFA 4%, Merck

Tritén X100, Sigma

BSA (Albumina de Suero Bovino)1% en PBS o PBT, Winkler

PBS 10x (NaCl 1,3 M; Na;HPO4 0,07 M; NaH2PO4 0,03 M; pH 7)

PBT 0,1%

Rhodamine Phalloidin, Invitrogen R415

DAPI, Molecular probes D1306

Vectashield H-1000 Antifade Mounting Medium, VectorLabs (Prolab) CB-2000

e Materiales ensayos de western blot e inmunoprecipitacion

Buffer extraccidon proteinas/lisis: Aprotinina 2mg/mL; Leupeptina 10 mg/mL;
Pepstatina A 2 mg/mL; PMSF 0,5 M; EDTA 0,5 M; NaF 0,5 M; Pirofosfato de Sodio

0,1 M; B-Glicerolfosfato 0,1 M; Ortovanadato de Sodio 100 mM.

Buffer de carga proteinas 5x: Tris HCI pH 6,8 0,312 M; SDS 10%; B-

mercaptoetanol, azul de bromofenol 0,05%

Agua bidestilada, Sanderson

kit IP: Pierce Classic Magnetic IP/ColP Thermo Scientific, 88804
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Thermo Scientific PageRuler Prestained Protein Ladder, 26616.

Buffer de corrida: Tris HCI 25 mM pH 8,8; Glicina 192 mM; SDS 0,1%

Buffer de transferencia: Tris HCl 48 mM pH 7,4; Glicina 39 mM; Metanol 20%

Persulfato de Amonio 10%

Membrana de nitrocelulosa 0,2 um; Life Science 10600001 Amersham Protran

Solucién de bloqueo: leche descremada al 5% en PBT 0,1%

Pierce ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific 32106.

Stripping buffer: 0,2 M glicina; 3,5 mM SDS; 1% Tween 20, a pH 2,2

Cocktail de inhibidores de proteasas Halt, Pierce

Anticuerpos secundarios: HRP anti mouse (DCO2L) y HRP anti rabbit (DCO3L),

Calbiochem.

TEMED, Winkler

Acrilamida/Bisacrilamida, Winkler

Tris HCI 1M pH 8,8 y 6,8
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e Materiales ensayos de Biologia Molecular

pEntrTM/D-TOPO Cloning kit, Invitrogen. REF 45 - 0218

Kit Gateway, Invitrogen 11791-020

Agua libre de nucleasas para Biologia Molecular, Corning 46-000-CM

RBC Tag DNA Polymerase, RBC Bioscience, catalogo N°RTT11 (Buffer incluido)

Q5 High-Fidelity DNA polymerase, New England BiolLabs, M0491S.

Gene Ruler 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific SM0311.

dNTPs, Glen Burnie

Bromuro de Etidio, Merck

MgCl,, Fermentas

Agarosa, Lafken Fer100A200

Buffer TAE 50x, Winkler BM0490

T4 DNA ligase, New England BioLabs, M0202S (Buffer incluido).

Bacterias competentes: DH5-a

LB, Life Science J106

E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini Kit, Omega D6945-00

40



E.Z.N.A. Gel Extraction Kit, Omega D2500-00

Ampicilina, Sigma

Kanamicina, Sigma

Nombre Sitio de corte
Agel A-CCGGT
EcoRlI G-AATTC
Bglll A-GATCT
Xbal T-CTAGA
Xhol C-TCGAG

Hindlll A-AGCTT
Ncol C-CATGG

Tabla 1: Lista enzimas de restriccion utilizadas.
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Nombre Fuente Descripcion
pTHW The Vector Collection Vector pUASt modificado con HA en N-
terminal
pPENTR/D-TOPO Invitrogen Vector de entrada para el sistema Gateway
pUASt HA-Pldo WT P. Olguin Lab Permite expresar Pldo con tag en N-terminal
pUASt Pldo-HA WT P. Olguin Lab Permite expresar Pldo con tag en C-terminal

pUASt HA-Pldo C Generado en tesis

Permite expresar Pldo C con tag en N-terminal

pUASt Scar-GFP s. Bogdan Lab

Permite expresar Scar con tag GFP

pUASt Jbug P. Olguin Lab

Permite expresar Jbug con tag HA

Pdc12 Gal4 P. Olguin Lab

Permite expresar Gal4 y asi también los
vectores pUAS de interés

Tabla 2: Lista de plasmidios y vectores utilizados.

Materiales cultivo células S2R+

Schneider Drosophila Medium, Grupo Bios 21720024

Effectene Transfection Reagent, Qiagen 1054250.

Fetal Bovine Serum, Gibco 11523387

MG132, amablemente regalado por el Laboratorio de Transduccidn de Sefiales

Moleculares del Dr. Lavandero.
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Nombre

Marca, catdlogo

Scar (Mouse)

Hybridoma

Diaphanous (Rabbit)

S. Wasserman Lab

HA (Rabbit) Cell Signaling, C29F4
Wasp (Mouse) Hybridoma
Fascin (Mouse) Hybridoma

Elongin C (Rabbit)

Biolegend, 613101

beta Actin (Mouse)

Santa Cruz

IgG inespecifica

Invitrogen 10500C

GFP (rabbit)

Invitrogen A11122

Mwh (Rat y Rabbit)

P. Adler Lab

Tabla 3: Lista de anticuerpos primarios utilizados

Anticuerpos secundarios: Invitrogen Alexa anti-Mouse 488 A11001; Alexa anti-

Rabbit 633 A21086; Alexa anti-Rabbit 488 A11008,

633; Alexa anti-Rat 647 A21247
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Materiales Bioldgicos: se utilizaron adultos, pupas y larvas de tercer estadio

Gen Condicién Caédigo Fuente
CG34401 RNAI 18553 Bloomington
CG34401 mutante nulo 52333 Bloomington
CG34401 mutante nulo 52334 Bloomington

Scar/WAVE RNAI 21908 VDRC
Scar/WAVE UAS-GFP - S. Bogdan Lab
Scar/WAVE UAS-Myr - S. Bogdan Lab
CG4080 RNAI 9026 VDRC
Elongina B RNAI 12953 VDRC
Elongina B RNAI 101542 VDRC
Elongina C RNAI 15303 VDRC
Elongina C RNAI 105740 VDRC
Cullin 2 RNAI 19297 VDRC
Cullin 2 RNAI 105101 VDRC
Diaphanous RNAI 1768-R3 P. Olguin Lab
Diaphanous UAS-GFP 56751 Bloomington
Chickadee RNAI 102759 VDRC
Chickadee RNAI 34523 Bloomington
GFP RNAI 41552 Bloomington
CD8 GFP UAS 5137 Bloomington
Hml G4 Gal4 30139 Bloomington
Patch G4 Gal4 2017 Bloomington
Tug 19A MARCM - B. Egger Lab
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Nubbin G4 Gal 4 Bloomington
PtcG4, Dcr, PldoIR/Cyo RNAi Gal 4 - A. Glavic Lab
UAS Pldo; HmIG4 UAS Gal 4 - A. Glavic Lab
w1118 control 5905 Bloomington
PtcG4;Dcr2 Gal 4 - A. Glavic Lab
Mwh IR 41514 VDRC
Elav Gal4 458 Bloomington
Quail IR 27623 VDRC
WASP IR 13759 VDRC
Dcr2 UAS 24651 Bloomington
if/Cyo; MKRS/TM6b balancers -
Engrailed Gal 4 30564 Bloomington
Rp55/FM7;; MKRS/TM6b balancers -

Pldo IR; Dcr IR - A. Glavic Lab
Pelado WT (X) UAS - A. Glavic Lab
Pelado WT (Il) UAS - A. Glavic Lab

Pelado DeltaC (ll) UAS - A. Glavic Lab
Actin UAS 7310 Bloomington
Tubulin Gal4 30029 Bloomington
Actin IR 101438 VDRC
Cdc42 V12 UAS 4854 Bloomington
FRT19A 1709 Bloomington

Tabla 4: Lista de animales utilizados en esta tesis.
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Métodos

1.- Drosophila melanogaster como modelo genético

Este modelo de estudio posee el potencial de aproximaciones genéticas y moleculares
para responder preguntas sobre la expresion y funcién de genes, en distintos ambitos

como la biologia celular, biologia del desarrollo, y neurobiologia (Greenspan, 2004).

Dentro de sus ventajas estan su corto ciclo de vida mantencidn, la posibilidad de obtener
una progenie numerosa y una apariencia externa altamente estereotipada, lo cual hace
que cualquier diferencia sea facilmente reconocible. Su genoma se encuentra
secuenciado lo que evidencié que muchos de los genes presentes en Drosophila también
se encuentran en vertebrados, permitiendo estudiar genes relacionados con el
desarrollo, y extrapolar los hallazgos a otros organismos. Ademas presenta la posibilidad
de generar facilmente transgénicos y mutantes y combinarlos con herramientas
genéticas, dentro de las cuales se encuentra el sistema Gal4/UAS, y la técnica MARCM

utilizadas en esta tesis y detalladas mas adelante (Greenspan, 2004).

1.1. Cromosomas

Drosophila melanogaster posee 4 pares de cromosomas: X/Y, 2, 3 y 4. Cada cromosoma
posee un brazo izquierdo (L, del inglés left) y uno derecho (R, del inglés right). El

cromosoma X y el cromosoma 4 tienen un brazo izquierdo muy grande y casi no tienen
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brazo derecho. El tamafo de los distintos brazos de cromosomas es bastante
comparable, mientras el cromosoma 4 es alrededor de % del largo, respecto a los otros

(Greenspan, 2004).

La determinacion del sexo en Drosophila depende de la razén de los cromosomas X al
conjunto de cromosomas autosomales. En los machos, un X con 2 autosomales da una
razén de 0.5, mientras las hembras tienen una razén de 1.0. El cromosoma Y contiene
pocos genes y no es requerido para la mayoria los aspectos del desarrollo del macho,
siendo necesario sélo para la motilidad apropiada de los espermatozoides (Greenspan,

2004).

Una caracteristica importante de la genética de mosca es la ausencia total de
recombinacién en los machos, fendmeno que si ocurre en las hembras. Dicha
recombinacién puede ser controlada mediante el uso de los cromosomas balanceadores,
cuya secuencia estd tan alterada (como resultado de multiples inversiones vy
translocaciones inducidas por radiacidn), que no se pueden aparear o recombinar con su
homodlogo normal durante la profase meidtica. Ademas, su presencia en una mosca es
facilmente reconocible mediante una mutacién marcadora dominante facilmente
reconocible y también contienen marcadores recesivos. Consecuentemente, su
transmisioén a la progenie también puede ser traqueada sin ambigliedad. Entonces, si la
progenie no mantiene el cromosoma balanceador, entonces esta en homocigosis.

Existen balanceadores de los cromosomas X, 2y 3 (Greenspan, 2004).
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Entre los principales cromosomas marcadores existen mutaciones que van a afectar el
color de ojos, la forma del ojo, la forma del ala, la morfologia de las venas del ala, el color
de los pelos, la forma de los pelos y la pigmentacién de la cuticula y sirven para marcar

los diversos brazos de los cromosomas (Greenspan, 2004).

1.2. Nomenclatura

Posiblemente, la forma mas facil de entender la nomenclatura de la genética de

Drosophila es con un ejemplo:

f, cn bw; TM2/tra

Este ejemplo muestra distintos puntos:

- El genotipo de un cromosoma es indicado sélo si posee una mutacion o alguna
clase de variante en este, y los cromosomas siempre estan indicados en el orden
X/Y; 2; 3; y 4. En este ejemplo, f; cn bw; TM2/tra se refiere a los cromosomas X;
2; y 3, respectivamente. Si las mutaciones pertinentes estan en el los
cromosomas X y 3 solamente, entonces uno se saltaria cualquier designacién
para el cromosoma 2, como por ejemplo: f; TM2/tra.

- Los genotipos de la mosca siempre estan en cursiva, asi como los mutantes y los
nombres de los genes.

- Los nombres mutantes pueden ser abreviados con pocas letras (usualmente 3); f

es indicativo de forked, que afecta la morfologia de los pelos, cn corresponde a
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cinnabar y bw seiiala a brown (ambos afectando el color de ojos, por lo que al
estar juntos producen el ojo blanco), TM2 indica al cromosoma balanceador
“Third Mutiple 2”, y tra denota a transformer, un gen requerido para la
determinacién del sexo.

Las abreviaturas en minuscula indican los fenotipos recesivos y aquellos en
mayuscula indica a los fenotipos dominantes.

El punto y coma separa los simbolos de genotipo para los distintos cromosomas.
Las comas siguen el nombre de un rearreglo e indica mutaciones en ese mismo
cromosoma.

Si un genotipo cromosomal esta escrito en una sola linea, indica que el stock esta
homocigoto para dicho fenotipo; la heterocigosidad se denota por un genotipo
de 2 lineas (como por ejemplo, TM2/tra).

Todo lo que no se muestra, se presume que es silvestre (o wild type), al igual que

el signo (+).

Los nombres asignados a los genes en Drosophila melanogaster, corresponden al

fenotipo que genera su mutacién. Por ejemplo, el gen white corresponde al gen que

codifica para el color de ojos en la mosca (rojo) y cuando este gen estd mutado, la mosca

presenta los ojos de color blanco.

Respecto de los cromosomas balanceadores sus nombres corresponden en primer lugar

al cromosoma modificado del que se trate
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Muchos de los transgénicos realizados en Drosophila llevan como marcador la mutacién

white, que da distintos tonos de color de ojos dependiendo del lugar de insercion.

1.3. Animales y su mantencién

A 25°C el ciclo de vida de la mosca del vinagre (D. melanogaster) toma aproximadamente
10 dias. La embriogénesis y los primeros dos estadios larvarios demoran un dia cada uno,
el tercer estadio larvario, dos dias y los estadios pupales de 4 a 5 dias. A los dos dias de
la eclosién, las hembras adultas comienzan a poner huevos fertilizados. Las cepas se
mantienen a 17°C en viales plasticos con medio de cultivo sélido preparado con 50 g/L
de harina, 100 g/L de levadura fresca, agar-agar, 80 g/L azucar (dextrosa
monohidratada), 6 mL/L 4cido propidnico y nipagin (bactericida). Todos los

experimentos se realizaron a 25°C, a menos que se indique de otra forma.

1.4. Sistema Gal4/UAS

El sistema Gal4/UAS fue desarrollado a partir de levadura y consiste de dos componentes
principales, el activador transcripcional Gal4 y un transgen bajo el control del promotor
UAS (Upstream Activating Sequence). UAS corresponde al elemento enhancer esencial
para la activacidn transcripcional de los genes blanco de Gal4, y es transcripcionalmente
inactivo en ausencia de Gal4. Gal4 es una proteina de 881 aminodcidos, activadora de la
transcripcién en levadura, inducida por galactosa. Se expresa en un patron especifico

(bajo el control de un promotor nativo) y produce la activacién transcripcional de
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cualquier transgen bajo el promotor UAS en las mismas células (Greenspan, 2004; Blair,

2003).

Moscas que poseen distintos constructos de interés estan disponibles como recurso para
la comunidad a través de distintos centros de stocks localizados en multiples sitios del

mundo (BDSC, Bloomington Drosophila Stock Center; VRDC, Vienna RNAi Center).

1.5. MARCM

Este sistema permite marcar positivamente una poblacién de células mutantes o wild
type. El andlisis de mosaicos utilizando esta técnica consiste en la generacién de células
mutantes homocigotas desde un precursor heterocigoto a través de la recombinacién
mitética. Esta técnica combina el represor transcripcional Gal80, con el sistema de
expresion Gal4-UAS y el sistema generador de clones FLP/FRT. En la técnica MARCM, la
actividad de Gal4 es reprimida por la proteina Gal80, produciendo células no marcadas
gue son heterocigotas para Gal80 y la mutacién. Después de la recombinacién mitética
dependiente de FLP/FRT, las células homocigotas para la mutacion pierden el Gal80,
activandose Gal4 y asi el gen reportero, como UAS-GFP (Figura 11) y cualquier otra
construccion UAS presente en el animal, por ejemplo las diferentes versiones truncas o

mutantes de pelado (Greenspan, 2004; Wu y Luo, 2006).

La obtencidn de células mutantes, mientras el resto se mantiene heterocigota silvestre,

se realiza mediante la induccion de recombinacion activando la flipasa. Dicha activacién
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se realiza mediante un choque de calor en un tiempo determinado, que dependerd del
momento en que se quiera analizar el fenotipo de las células mutantes. En el caso de las
células del ala se generd la recombinacidon 96 horas después de la puesta de huevos.
Mientras que en el caso de los hemocitos, se generaron 3 rondas de choques térmicos a
las 48, 72 y 96 horas después de la puesta de huevos y cada una de estas rondas fue

seguida por 1 hora a 18° C para mejorar la eficiencia del protocolo (Moreiray cols., 2013).
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Unlabeled cell; Labeled cell:
GAL4-dependent expression of GFP GAL4-dependent expression of GFP
repressed by GALS0 in the absence of GALB0O

Mitosis
Al

Labeled
homozygous
mutant
daughter

cell

FRT Mutation

»

Unlabeled

Unlabeled Unlabeled Unlabeled homozygous
heterozygous cell after cell after wild-type
parental cell DNA replication recombination daughter

cell

Figura 11. MARCM. Esquema que ilustra cdmo funciona la técnica MARCM. En resumen, se tienen en
células que poseen tanto el activador transcripcional Gal4, como el represor transcripcional Gal80, mas el
marcador, que en este caso es GFP, y la mutacidén que se desea evaluar en homocigosis. Ademas se tiene
una flipasa que se expresa bajo un promotor de respuesta a estrés por calor. Entonces, al inducir el estrés
térmico, se expresa la flipasa, la que permite la recombinacién entre cromosomas homalogos, lo que
posteriormente se traducira en la presencia de células marcadas en verde (GFP) que presentan la mutacion
de interés y por otro lado células no marcadas, que corresponden a las células silvestre y que sirven de

control interno al realizar cualquier tipo de analisis. (Wuy Luo, 2006).
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1.6. Ensayos de epistasis

Los ensayos de epistasis se refieren a la evaluacién de interaccién entre dos genes. En
otras palabras, se busca evaluar si dos productos génicos participan o no en la misma via,
y siuno de ellos esta rio arriba del otro. Para evaluar esto, en general se evalla la pérdida
de funcién de cada uno de los genes que se estd analizando, luego la combinacién de
ambos vy si la ganancia de funciéon de uno de ellos es capaz de revertir el fenotipo de

pérdida de funcion del otro y viceversa.

2. Ensayos de Biologia Molecular

2.1. Digestion con enzimas de restriccion

Los ensayos de digestién con enzimas de restriccidon se realizan principalmente para
verificar la identidad de un vector que se estd utilizando, o para chequear que algun
constructo en construccion esté correcto. Cada ensayo de digestion se realizé de la
misma manera: 1x buffer correspondiente, 1 a 2 ug de DNA (vector de interés), agua libre
de nucleasas hasta completar el volumen final y 10% del volumen final correspondera a
la enzima de restriccién que se utilizard. Se siguen las instrucciones de acuerdo a la
enzima en uso, pero por lo general la incubacidn es de 1 hora a 37°C. Luego, se corre en

un gel de agarosa, para evaluar si la digestion funcioné o no.
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2.2. Construccidén de mutantes

La mutante que carece del extremo C-terminal, se obtuvo mediante PCR utilizando los

siguientes partidores:

Fw: 5" CACCATGGACCGCTTCAGCTTCG 3’

Rv 1: 5" CTCTCCTCGCGTCTTAAAGGTTCC 3’

Rv 2: 5" GAAAATAAACGTGGCCAGGTTAATAGGCAATAG 3’

Rv 3: 5" GCTGAGTGTAACTAGGGCATCGAAAATAAACGTGGC 3’

Una vez obtenido el producto de PCR con el tamaiio correspondiente, se purificd a partir
del gen de agarosa (kit E.Z.N.A). Este fragmento de PCR se insertd posteriormente en el
vector pENTR, para lo cual se utilizé el kit con el mismo nombre (kit pENTR). Con este
vector se transformaron las bacterias DH5-a, y se seleccionaron aquellas colonias

positivas en una placa de cultivo con kanamicina.

Una vez obtenidas las colonias positivas, se crecieron para purificar el vector pENTR con
la fraccion N-terminal de Pelado. Este vector se envié a secuenciar para asegurarnos que
corresponde al fragmento de nuestro interés y que no se hayan generado mutaciones

adicionales en su secuencia.

Una vez verificado que la secuencia esta correcta, dicho fragmento se subcloné en el

vector pUASt, mediante el kit de Gateway, donde ademads se le adiciond la secuencia que
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codifica para el tag HA en el extremo 5’ del gen pelado. El uso de Gateway se basa en la

actividad de la integrasa de fago lambda para recombinar el marco de lectura abierto del

gen de interés, flanqueado por los sitios de recombinacién attL1 y attL2 en el vector de

entrada con los sitios attR1 y attR2 del vector de destino. Luego, se transformd en

bacterias DH5alpha y se crecieron en placas con Ampicilina.

Posteriormente, se verificd que estuviera correcto, mediante PCR de colonias y cortes

con enzimas de restriccion, se amplificé dicho vector y se envié a la empresa Bestgene,

para transformar la linea germinal de embriones vy, finalmente, generar la mosca

transgénica.

PCR de colonias: Para corroborar la transformaciéon bacteriana, y la identidad del

plasmidio transfectado, se realizd una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR,

Polymerase Chain Reaction) de colonias con el siguiente protocolo:

H20 dd

Tampon 10x

MgCI2 25mM
dNTPs 10 mM
Partidor Fw 100 mM
Partidor Rv 100 mM
Taqg DNA polimerasa

Volumen total

Volumen (ul)

8

1

0,3
0,2
0,2
0,2
0,1
10
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Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%,
con bromuro de etidio, donde se corrieron junto a un marcador de peso molecular de 1

Kb. Las bandas de DNA se visualizaron en un transiluminador UV.

2.3. Secuenciacion de la construccion

Una vez purificado el DNA plasmidial, se envié junto a los partidores respectivos (Tabla
5) y se enviaron a Macrogen (Seul, Korea) para su secuenciacion. La informacién

obtenida se analizé con el programa SnapGene.

2.4. Mapeo construccion

Una vez que se envian a inyectar los constructos generados en el laboratorio, se obtienen
distintas lineas en diferentes cromosomas (X, 1l o lll), por lo que se requiere un mapeo
para identificar en qué cromosoma se inserté dicho constructo. Este mapeo se realiza
para cada linea generada por la empresa y consiste en cruzar machos de la linea
transgénica de interés con hembras virgenes con el genotipo if/Cyo; MKRS/TM6b. Luego
de analizar la descendencia uno puede determinar en qué cromosoma se produjo la
insercién del transgen de nuestro interés. Si sélo las hembras presentan los ojos
coloreados, entonces la insercidn esta en el cromosoma X. Si machos y hembras poseen
ojos coloreados, entonces se debe discernir si la insercién ocurrié en el cromosoma Il o
[ll. Si el transgen esta en el cromosoma Il, entonces se observan adultos homocigotos

para el color de ojos mas uno de los balanceadores del cromosoma Il y sin balanceador
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en el cromosoma Il. De manera analoga ocurre si la insercion ocurrié en el cromosoma

Nombre

Secuencia

Frag intermedio F

ATCAGCCCT CACGGAGTCGGAT

Frag intermedio R

AAATCACCGGCCCTGTCGAGCT

pEpldo F1

CAC CAT GGA CCG CTT CAG CTT CGA CG

pEpldo R1

TTT GGA GTT GCT CTG CAG GGC

Pldoex5 frag inic F

ATCCTCATCAAGTTCTGTTTGCCCG

Pldoex5 frag inic R

GGT CAAGAATCT TTA GAT GCCAGG C

pldo exo S fragint F

ATCAGCCCT CACGGAGTCGGAT

pldo exo S frag int R

AAATCA CGG CCCTGT CGA GCT

pldo exo 5s 1F

TACTACTCG AGT AACCCG CCTGTG A

pldo exo 5s 1R

GTT GTG CAG ACC GAG GGCATAC

pldo exo 5s 2F

AAT GTG CTG ACC AAG GCC GG

pldo exo 5s 2R

ATA GCA CCT CCG GATAGACGCC

pldo exo 5s 3F

GCA AAG CGATCT GAT GCT GGA G

pldo exo 5s 3R

TGCTGT TGC TGC GGA TTC GG

seq pldocod 15 F

ACA ACT ACT GTC CACCTG GAC

seq pldocod 17 F

CTG ACG CCG GTG CCCAG

seq pldo cod 18 R

TAG GCA ATA GAG CCT CTC CTC

seq pldocod 19 F

TGG GAT CCG CGG A

seq pldocod 21 F

GCCTGT GAG GACG

seq pldocod 25 F

CAA CAG GCAGTGCAGC

seq pldo cod 26 R

CACTCC AACGCCGACTCC
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seq pldo cod 28 R

TGATGG ATG CATTGG ATGTACC

Pldo 3F 2 TCGTCATAGTITTGCCATTGGTTG C
Pldo 4 R2 AAG GTG ACG GCCACATTG AAATAG G
Pldo 15 F2 AGT GCCAGCAGCGAG GGATTCT
Pldo 16 R2 ATG CGC GGA TGA GGT GCA AG
Pldo 25 F2 CGG CGT CTATCC GGA GGT GCT ATT
Pldo 26 R2 TGC TGG CGC ATT GGC ATC AC
Pldo 29 F GTCCGTTCG TGCTGCATGACGT
Pldo 30 R TTG CAC TCA GCT GTG GCC GAT GTC
pldo exo 6F ACCCACCCAGCT GCGATATCTG
pldo Exo 6R GAT AGT GGG CGG ACT CAATGG C
Nvo1F CAT CCG CTT CGA GGA AGA CT
Nvo 1R CGG ATACACGTG CTCAACCA
Nvo 2 F TACTCG CCGTTCACTTGCTT
Nvo 2 R AACCTCTGCTTG AAG GCT CC
Nvo 3 F GGT GGA AACAGT CGACCA CA
Nvo 3R TGT ACCGGCTTIT CCTTGCTT
Nvo 4 F TGA GCG CCCTCATTG AGTC
Nvo 4 R GTT GGA ATT GGG CCT GTG GA
Nvo 5 F TTC GAT GCA GTG TCG CAT CA
Nvo 5R CCT GGT TGA ACT CGT CGC TA

Tabla 5: Lista de partidores usados para secuenciacion.
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2.5. Transformacién bacterias y medios de cultivo

A 30 uL de bacterias quimiocompetentes se agregd 0,2 a 1 ug de DNA plasmidial. Se
incubé 20 minutos en hielo y luego se realizd un shock térmico a 42°C durante 45
segundos. Las bacterias se recuperaron en medio LB a 37°C por una hora, con agitacion
a 200 rpm. Luego, se centrifugaron y plaquearon con antibiéticos apropiados (Ampicilina
100 pg/mL y Kanamicina 50 pg/mL). Se incubaron por 12 a 16 horas a 37°C, en forma

aerdbica.

2.6. Extraccién DNA plasmidial

Se utilizé el sistema comercial E.Z.N.A. Plasmid Miniprep, siguiendo el protocolo indicado
por los fabricantes. En breve, se centrifugé el cultivo de bacterias y se resuspendié en
250 pL de solucién I, que contiene RNAsa A. Luego, se afiadié la solucion de lisis y de
neutralizacion. Posteriormente se centrifugd durante 10 minutos. Finalmente, el lisado
se transfirié a una columna de purificacién, desde donde se eluyé el DNA plasmidial con

50 uL de agua destilada libre de nucleasas. Se cuantificé y guardé a -20°C.

2.7. Transcripcion in vitro (generacién de dsRNA)

- Mezclar: 2 uyL ATP + 2 uL CTP + 2 puL GTP + 2 uL UTP +2 pL buffer 10x + 2 pL mix
enzima + 5 pL DNA (producto PCR) + 3 uL H,0

- Incubar a37°Cpor 2 a4 horas
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- Purificar RNA, mediante precipitacién con LiCl: Agregar 30 uL de LiCl, mezclar y
enfriar a -20°C por 30 minutos, centrifugar a maxima velocidad a 4°C por 15
minutos, remover sobrenadante, lavar precipitado con etanol 70%, centrifugar
nuevamente, remover etanol, resuspender en agua libre de nucleasas, cuantificar
y guardar a -20°C.

- Se prepararon dsRNA contra Jitterbug, Relich, Diap, Pelado, Scar y Chascon.

3. Protocolos experimentales para D. melanogaster

3.1. Inmunoprecipitacién de extractos proteicos

Este protocolo se realizé a partir de los extractos de proteinas obtenidos a partir de la
transfeccion de las células S2R+. Luego de las 48 horas post-transfeccion, se lisaron las
células con 500 pL de buffer de lisis. Primero se agrega el 10% del volumen, y luego el
resto. Incubar en hielo por 5 minutos, mezclando periédicamente. Centrifugar a 13000 g
por 10 minutos, a 4°C. Transferir sobrenadante a un tubo nuevo. Cuantificar proteinas,
mediante el método de Bradford y utilizando Albumina de Suero Bovino (BSA) como
estandar para la curva de calibracién. Se utilizaron entre 500 y 1000 pg de proteinas, a
las que se agregan 2 a 10 ug de anticuerpo. Luego, se diluyen las muestras de proteinas
mas el anticuerpo con buffer de lisis hasta 500 pL. Incubar toda la noche a 4°C con

agitacion constante.
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Al dia siguiente, lavar beads magnéticas: 25 UL beads a un tubo de 1.5 mLy agregar 175
uL de buffer de lisis. Realizar vortex suave. Colectar beads y remover y descartar
sobrenadante. Agregar 1 mL de buffer de lisis, invertir varias veces por 1 minuto o hacer
vortex suave. Colectar beads, remover y descartar sobrenadante. El ultimo lavado se

debe realizar con buffer de lisis mds inhibidores de proteasas.

Agregar muestras incubadas la noche previa a las beads magnéticas ya lavadas. Incubar
1 hora a temperatura ambiente con agitacién constante. Colectar beads, remover
sobrenadante y guardar (S1, sélo se evalua si la IP no funciona). Agregar 500 puL de buffer
de lisis mas inhibidores de proteinas y mezclar suavemente. Colectar beads y descartar
sobrenadante. Repetir dos veces mds el lavado. Agregar 500 uL de agua ultra pura y
mezclar suave. Colectar beads y descartar sobrenadante. Agregar 100 L de buffer de
elucién. Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos con agitacién constante.
Colectar beads y guardar sobrenadante. Agregar 10 uL de buffer de neutralizacién por

100 uL de eluido.

Preparar buffer de carga. Mezclar 12.5 uL de buffer de carga + 37.5 pL de proteinas.

Cargar 25 pL en WB.

Los anticuerpos utilizados son comerciales. En el caso de las inmunoprecipitaciones de
Pelado, se utilizara el tag HA al que estan unidas las distintas versiones de la proteina
Pelado a analizar.
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Vectores utilizados para la transfeccién: Cdc12 Gal4; pUASt Pldo-HA; pUASt HA-Pldo;

pUASt Jitterbug-HA; pUASt HA-Pldo DeltaC.

3.2. Andlisis de extractos proteicos mediante inmunoblot

Una vez obtenidas las proteinas y cuantificadas, o realizada la inmunoprecipitacion, las
muestras se incubaron por 5 minutos a 95°C, luego se mantuvieron en hielo hasta ser
cargadas en el gel. Se prepararon geles SDS-PAGE con concentraciones de poliacrilamida
al 8 a 12%. El gel, con las muestras y estandar de peso molecular, fue sometido a
electroforesis. Luego, se realizé la transferencia a 400 mA durante 2 horas utilizando
membranas de nitrocelulosa. Luego, se lavaron las membranas con PBT 0,1%, 3 veces de
10 minutos cada una. Se bloquearon con leche al 5% por una hora, a temperatura
ambiente. Luego se incubd con el anticuerpo de interés toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente se lavd con PBT 0,1%, 3 veces de 10 minutos cada vez y se incubd con el
anticuerpo secundario correspondiente (HRP anti rabbit o anti mouse) por 2 a 3 horas.

Finalmente, se lavé con PBT 0,1%, 5 veces de 5 minutos cada vez y se revel6 con ECL.

3.3. Cuantificacién bandas gel de poliacrilamida, utilizando Image)

- Dejar imagen en escala de grises (8 bit)
- Dibujar rectangulo alrededor de banda de interés
- Utilizar el mismo rectangulo para las siguientes bandas

- Hacer grafico de cada banda
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- Dibujar linea desde la base del peak
- Destacar cada peak, aparecen las medidas

- Andlisis: Muestra / Control, para cada banda

3.4. Inmunofluorescencia y microscopia confocal

La inmunofluorescencia se realizé de acuerdo a protocolos previamente estandarizados
en el laboratorio. En resumen, las muestras son fijadas con PFA al 4%, lavadas y
permeabilizadas con PBT 0,1%, bloqueadas con BSA al 1% en PBS. Luego se incuban con
anticuerpo primario toda la noche a 4°C en cdmara humeda. Se lavan nuevamente y
luego se incuban con el anticuerpo secundario 1:200, mas faloidina 1:100 por 2 horas a
temperatura ambiente. Finalmente, se agrega DAPI los ultimos 15 minutos, se lavan 3
veces por 10 o 15 minutos cada una. Se montan en portaobjetos en vectashield, para
proteger las muestras. Las imagenes fueron adquiridas con el Microscopio Confocal en
la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile (Carl Zeiss LSM 510 y LSM 710).

Posteriormente, las imagenes se analizaron utilizando Imagel) y Adobe Photoshop.

3.5. Obtencion de hemocitos larvarios

Los hemocitos se extraen a partir de larvas de tercer estadio y se procede como sigue:

- Lavar larvas. En una placa plastica se pasan por agua destilada, luego 2 veces por PBS,

una vez por etanol 70% (30 segundos) y nuevamente por PBS.
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- Cubrir portaobjetos con Parafilm y poner 3 cubreobjetos estériles. En cada cubreobjeto

agregar 120 pL de medio Schneider.

- Poner 3 a 5 larvas por cubreobjeto y pinchar larvas en la parte posterior, bajo la lupa
con una fibra de tungsteno. Precaucién de no sacar cuerpo graso. Después de unos

minutos, retirar las larvas

- Dejar incubando por 1 hora y 15 minutos en cdmara hiumeda a temperatura ambiente.

- Pasar cada uno de los cubreobjetos a una placa de 24 pocillos. Primero sacar el liquido,

en este punto los hemocitos ya debieran estar adheridos.

- Comenzar inmunofluorescencia, si corresponde.

IF hemocitos

Fijar células con 300 pL de PFA 4% por 10 minutos a temperatura ambiente.

Lavar con 500 pL de PBS por 5 minutos, a temperatura ambiente.

Permeabilizar con 400 pL de PBT 0.1% por 10 minutos, a temperatura ambiente.

Lavar con 2 mL de PBS por 10 minutos, a temperatura ambiente.

Bloquear al menos 1 hora con BSA 1% en PBS, temperatura ambiente.

Incubar con anticuerpo primario disuelto en solucién de bloqueo, toda la noche a 4°C.

Lavar 3 veces con PBS, 5 minutos cada vez, a temperatura ambiente.
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Incubar con anticuerpo secundario 1:200 mas faloidina 1:100, 2 horas a temperatura en

solucion de bloqueo.

Opcional: Agregar DAPI o TOPRO los ultimos 15 minutos a temperatura ambiente.

Lavar 3 veces con PBS, 15 minutos cada vez, a temperatura ambiente.

Montar con vectashield, sellar con esmalte de ufias y guardar a 4°C.

3.6. Inmunofluorescencia alas pupales

- Datacion pupas: Primero se seleccionan pupas blancas, que correspondera al
tiempo cero y luego se cuentan las horas posteriores a la formacidon de la pupa.
Esto dependerd de la temperatura a la que se estan creciendo dichos animales.
Una vez que la pupa ha cumplido las horas deseadas para su analisis, se procede
a fijar la pupa.

- Fijacién pupa: Se secan las pupas con papel secante y luego se ubican sobre una
cinta de doble contacto y se inmovilizan sobre esta, con la seccion ventral hacia
arriba. Luego, se abre la pupa por ambos extremos (anterior y posterior), se
remueve el opérculo y luego se toma la pupa con la pinza por la cabeza y se deja
en PFA 4% toda la noche a 4°C o bien 45 minutos a temperatura ambiente.

- Una vez fijadas, las pupas se lavan con PBT 0,1% 3 veces de 10 a 15 minutos cada

unay finalmente se dejan en PBS a 4°C hasta su diseccion.
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- Una vez disectadas, se realiza la inmunofluorescencia de las alas pupales, de
forma analoga a como se describid previamente (3.3).

- Lasimagenes fueron adquiridas mediante un microscopio confocal Carl Zeiss LSM
710 disponible en la Facultad de Ciencias. Para analizar los filamentos de Actina
se utilizé una tincién con Faloidina, reactivo ampliamente utilizado debido a su
alta afinidad con los filamentos de Actina, que los estabiliza y ademas esta

conjugado a una molécula fluorescente, Rodamina.

3.7. Cuantificacion nimero de pelos/area

Las imagenes fueron adquiridas con el Microscopio de campo claro, conectado a una
camara digital y utilizando el Software Infinity. Posteriormente, las imdagenes se
analizaron utilizando Image) y Adobe Photoshop.Utilizando el software Imagel, se
seleccioné un drea del ala (en la zona de expresién de los transgenes, zona Patch) y en

dicha zona se conté el nimero de pelos.

4, Cultivo celular S2R+

4.1. Mantencion células S2R+

La linea celular S2R+ corresponde a una linea celular semiadherente proveniente de
Drosophila melanogaster. El cultivo de estas células se mantiene con el medio Schneider
suplementado con un 10% de suero fetal bovino. Afortunadamente, esta linea celular no

requiere de CO; para su crecimiento y sélo requiere alrededor de 23 a 25°C.
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4.2. Transfeccion células S2R+

Para transfectar estas células se sembraron 2 millones de células por pocillo en una placa
de 6 pocillos. Esperar aproximadamente 1 hora hasta que se peguen. Para cada condicién
se utilizan 3 pocillos con la finalidad de obtener la cantidad de proteinas necesaria. La

transfeccion se realiza con el kit effectene y se siguié el siguiente protocolo:

- Mezclar 300 pL de Buffer EC mas el DNA correspondiente (1 pg de cada plasmidio)
mas 16 pL de enhancer

- Incubar 5 minutos a temperatura ambiente

- Agregar 40 pL de effectene

- Incubar 10 minutos a temperatura ambiente, en oscuridad

- Agregar 1 mL de medio y mezclar

- Agregar solucién a células por goteo

- Dejar expresar por 48 horas, luego pelletear células y extraer proteinas

Extraccidn proteinas:

Células se lavan con PBS y luego se extraen las proteinas utilizando buffer de lisis mas

inhibidores de proteasas e inhibidores de fosfatasas. Luego se cuantifican.
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Uso de MG132

El stock de MG132 esta a 1 mg/mL. La concentracion que se utilizé para inhibir el
proteasoma en las células S2R+ es 10 uM. MG132 se agregd 36 horas después de la
transfeccion y se dejo actuar por 6 horas. Luego se cambia el medio y se extraen las
proteinas. Como control se evaluaron los niveles de p53, proteina descrita como

regulada mediante degradacién por el proteasoma.

Para realizar la inmunofluorescencia de las células transfectadas, previo a sembrar las
células los cubreobjetos se tratan con Concanavalina A, para facilitar la adhesién de las
células a estos vidrios. Una vez secos, estos vidrios son expuestos a radiacién UV en la
campana de cultivo para esterilizarlos. En este caso se utilizan placas de 12 pocillos y
cubreobjetos redondos de 12mm de didmetro en cada pocillo. Luego de las 48 horas de
transfeccion, se retira el medio y se agrega PFA 4% por 20 minutos a temperatura
ambiente. Luego, las células fijadas se lavan 3 veces con PBS, por 10 minutos cada vez.
Una vez lavadas, se bloquean por al menos una hora con BSA 1%, y luego se incuban con
anticuerpo primario en solucién de bloqueo fresca, toda la noche a 4°C. Al dia siguiente,
se lava tres veces con PBS, por 10 minutos cada vez. Luego, se incuba por 2 horas a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente mas faloidina
conjugada a rodamina, para marcar los filamentos de Actina, en soluciéon de bloqueo

fresca. Los ultimos 10 a 15 minutos de incubacion con el anticuerpo secundario, se

69



agrega DAPI para marcar los nucleos. Finalmente, se lavan 3 veces con PBS, por 10

minutos cada vez y cada vidrio se monta con Vectashield.

5. Anélisis estadistico

En todos los casos, la mayoria de los analisis estadisticos se realizaron mediante el test
ANOVA vy post test de Tukey. En un caso excepcional se utilizé el t-test. El test utilizado

se detalld en cada cuantificacion.
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RESULTADOS

1.- Caracterizacion del fenotipo de pérdida de funcion de Pelado.

Los animales mutantes homocigotos para pelado son inviables, llegando sélo hasta la
etapa embrionaria. Para evitar dicha letalidad, lo primero que se hizo fue evaluar el
fenotipo de pérdida de funcién de Pelado, mediante el uso de un RNA interferente.
Posteriormente, y con el objetivo de observar y analizar el fenotipo que presentan las
células mutantes para pelado, se utiliza la técnica MARCM, detallada en la seccién

metodologia.

Para comenzar a analizar la funcién de este gen en relacién a la formacion del pelo en
Drosophila melanogaster, y en base a esto a su regulacién sobre el citoesqueleto de
Actina, se analizé en qué momento de la formacion del tricoma se produce dicha
alteracion. Como se menciond previamente, el tricoma comienza a formarse alrededor
de las 28 horas después de la formacion de la pupa (APF, del inglés After Pupa
Formation), en este momento lo que ocurre es una acumulacién de Actina en la zona
apico-distal de cada una de las células epiteliales. Luego, alrededor de las 32 horas APF
comienzan a elongarse los filamentos de Actina constituyendo lo que se denomina como
“prehair” (Wong y Adler, 1993). Este proceso continla hasta aproximadamente las 40

horas APF. En base a estos conocimientos, se quiso evaluar si la alteracién generada por
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la pérdida de funcién de Pelado es por una deficiencia para acumular la Actina previa a
la formacién del pelo o bien a una deficiencia en la capacidad polimerizadora de este

componente del citoesqueleto en ese momento en particular.

Para analizar esto, se evaluaron las células epiteliales del ala pupal en distintos tiempos
durante su formacién: 28, 32 y 36 hrs APF, para asi determinar si habia una alteracién en

particular en alguna de las etapas mencionadas.

Cabe destacar en este punto, que como se menciond en la introduccién, en nuestro
laboratorio se habia generado (por los Dres. Alvaro Gavic y Patricio Olguin) y mapeado
una mosca mutante para pelado, pero no se tiene identificada la mutacion; por lo mismo,
posteriormente se adquirieron dos mutantes para este gen que estaban disponibles
comercialmente en Bloomington Drosophila Stock Center con los codigos 52333y 52334,
que corresponden a isoformas PeladoA y Pelado B, respectivamente (Bloomington

https://bdsc.indiana.edu/Home/Search y Bloomington

https://bdsc.indiana.edu/Home/Search#results). Entonces, primero se evalud si las

distintas mutantes generaban el mismo fenotipo.

Se generaron moscas mosaico para estas mutantes mediante el uso de la técnica
MARCM, la cual consiste, brevemente, en la activacion de una flipasa (FLP) que inducira
la recombinacién de los cromosomas que contienen los correspondientes sitios de

recombinacién (FRT19A) y de esta forma se obtienen tejidos mosaicos donde habran
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parches (o grupos de células) que contengan el gen mutante en homocigosis, otras
células que posean el gen silvestre en homocigosis y el resto presentara ambos alelos
(heterocigosis). Este protocolo esta detallado en la seccion de Metodologia. Se observé
gue los diferentes mutantes presentan el mismo fenotipo, como se observa en la Figura

12.

A)
Pr@a
B)

Pelado 1 Pelado 2 Pelado A Pelado B

Figura 12. MARCM pelado. A) Esquema de ala de Drosophila melanogaster donde se muestra la
orientacion Proximo-Distal; a la derecha se observa un ala con diversos clones, generados mediante
MARCM y en la misma orientacién indicada en el esquema. En esta misma orientacidn se expondran todas
las imdagenes de alas en la presente tesis. B) En esta imagen se muestra el fenotipo que presentan sectores
de células mutantes para pelado en alas adultas. Se utilizaron distintas mutantes del mismo gen y se evalué
el fenotipo de cada una de ellas, como se observa en la imagen, todas presentan un fenotipo similar, de
ausencia de tricomas. Pelado 1y 2 corresponden a la mutante generada en nuestro laboratorio, mientras

Pelado Ay B corresponden a moscas obtenidas de Bloomington (cédigos 52333 y 52334, respectivamente).
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A”) 36 APF

FRT19A

PldoA

Figura 13: Caracterizacién temporal del fenotipo mutante de pelado. En esta imagen se muestra la
formacion del pelo a distintos tiempos, utilizando la tincidn con faloidina para observar los filamentos de
Actina, durante la formacion de los tricomas. A las 28 h APF comienza a acumularse la Actina en la zona
apico-distal de cada una de las células (puntos rojos). A las 32 h APF, comienzan a elongarse los filamentos

|I(

de Actina, a partir de los centros de nucleacion previamente establecidos, se constituye el “prehair”. A las
36 h APF, el pelo esta practicamente formado. Aquellas células donde se produjo la recombinacion estan
dentro de la zona delimitada por la linea punteada amarilla y en el caso de “PldoA”, corresponde a células

mutantes para dicho gen (la zona también esta indicada con flechas). Las imagenes estan orientadas con

la zona distal hacia la derecha. La barra de tamafio corresponde a 10 um.
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Ademas, cabe recordar que también se observé que la pérdida de funcion de Pelado
mediante el uso de un RNA interferente generé el mismo fenotipo que las células
mutantes para dicho gen. Esto estaria corroborando la identidad del gen y la

especificidad del fenotipo observado en las células epiteliales de la mosca.

Como se observa en la Figura 13, en el caso del mutante de pelado, a las 28 horas después
de la formacion de la pupa se observa la acumulacién de Actina que posteriormente
elongard para constituir el tricoma, la cual es incluso mds notorio que en el caso del
mutante (Figura 13, Ay B). Este fenotipo se observa en 3 de 4 alas analizadas para este
mismo tiempo de desarrollo. Sin embargo, a las 32 horas, cuando ya se observa el
“prehair”, en el caso del control FRT19A, en las células mutantes para pelado se observa
una ausencia total de dicha estructura (Figura 13 B”). Fenotipo similar se observa
posteriormente a las 36 horas APF (Figura 13 B”’), momento en que el tricoma estaria
practicamente formado (Figura 13 A”). Esto estaria indicando que habria una alteracién
principalmente en elongacién de los filamentos de Actina, lo que se traduciria

posteriormente en la incapacidad de formar el tricoma.

Como se ha descrito previamente, la formacion del tricoma depende fundamentalmente
de la polimerizacién lineal de Actina, proceso mediado especificamente por la formina
Diaphanous (Lu y Adler, 2015). Ademas, una alteracidon en la expresidon de diversas
proteinas que regulan el citoesqueleto de Actina genera una alteracion en la formacién

de los tricomas, que incluyen la formacién de tricomas mds cortos, multiples tricomas
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por célula e incluso su ausencia total. Como se vio en los resultados previos, la pérdida
de funcién de Pelado también genera alteraciones en la formacién del pelo, que incluso
llega al extremo de la ausencia de pelo en algunas de las células afectadas. Es por esto
qgue se evalud si era posible el fenotipo de pérdida de funciéon de Pelado mediante
cambios de la expresién de otras proteinas reguladoras del citoesqueleto de Actina. Para
esto, se expresaron los distintos transgenes en la zona Patch del ala (Ptc Gal4), cuya zona
de expresion se puede observar en el Anexo 15 y aparece delimitado por una linea
celeste continua en la Figura 14 A. Corresponde a la misma zona en todas las alas adultas

analizadas que expresan los transgenes analizados en la zona de expresion de Patch.

Como se muestra en la Figura 14, al inducir la ganancia de funcién de Diaphanous en
simultaneo a la pérdida de funciéon de Pelado, se observa la reversidn del fenotipo de
pérdida de funcidn de Pelado (Figura 14 B’, en comparaciéon a A’). La pérdida de funcién
de Scar por si sola no genera un fenotipo evidente sobre los pelos del ala (Figura 14 D).
Sin embargo, al combinar este interferente con la pérdida de funciéon de Pelado en la
misma zona se observa que si se revierte el fenotipo (Figura 14 D’). Cabe destacar
también, que al generar la pérdida de funcion de WASp (proteina que regula la actividad
del complejo Arp2/3, al igual que Scar), junto a la pérdida de funcion de Pelado, no se
observo la reversion del fenotipo (Figura 14 E’). Este resultado refuerza el antecedente
que WASp y Scar/WAVE tienen distintas funciones dependiendo del contexto celular en

gue se encuentren (Zallen y cols., 2002).
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Figura 14: Evaluacién de reversién de
fenotipo de pérdida de funcién de
Pelado. En la esquina superior derecha se
ve la zona de expresion del driver Patch
Gal4 (Ptc). En la columna izquierda se
muestra el fenotipo generado por los
distintos transgenes expresados por si
solos (Ptc G4). La zona de expresidn de
Patch (Ptc) estd indicada por una linea
celeste continua en el caso del control y
es la misma zona para todas las alas
analizadas. En la columna de la derecha
se muestra el fenotipo generado por la
pérdida de funcion de Pelado, en

combinacion con los distintos

componentes regulatorios analizados
(PtcG4, Dcr, PldolR). Con la linea
punteada roja se delimitan los casos en

que no hubo reversién del fenotipo,

mientras que el fenotipo de mwh esta indicado con flechas verdes. Se analizaron al menos 10 individuos

en cada caso, n = 3. La barra de tamano corresponde a 100 pm.
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Esto estaria indicando que Pelado podria estar participando en una competencia por los
monodmeros de Actina en las células epiteliales que formaran los pelos o tricomas, donde
favoreceria la polimerizacidon lineal de Actina, dado que Diaphanous induce la
polimerizacion lineal, mientras Scar/WAVE induce la polimerizacion ramificada de

Actina.

Para poder comparar de manera cuantitativa estos fenotipos, se realizé la cuantificaciéon
de nimero de pelos por drea en cada caso; esta cuantificacion se realizé para cada sexo
y genotipo por separado y no se observaron mayores diferencias entre machos vy

hembras con los distintos transgenes (Anexos 13 y 14).

Dado que una de las posibilidades para explicar los fenotipos observados es una
competencia por los mondmeros de Actina, donde Pelado participaria favoreciendo la
polimerizacién lineal (posiblemente mediante la formina Diaphanous), en desmedro de
la ramificada (mediante Scar y Arp2/3), entonces se evalud si aumentando Unicamente
los niveles de Actina monomérica era posible rescatar el fenotipo observado y
efectivamente eso fue lo que ocurrié (Figura 14 C’). Es por esto mismo que el siguiente
paso fue evaluar si al reducir parcial y transitoriamente los niveles de Actina en esta zona
del ala también se genera una disminucién en la formacidn de tricomas. Sin embargo, no

se observé ninguna alteraciéon en la formacién de tricomas en dicha condicién (Anexo 1).

Todas las reversiones hasta aqui mencionadas, también se evaluaron en condiciones de
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pelado mutante (en mosaicos celulares) y también se observd la reversion del fenotipo

de ausencia de tricomas, pero de manera parcial (Anexo 10).

Por otro lado, la pérdida de funcién de Mwh en conjunto con la pérdida de funciéon de
Pelado también revierte el fenotipo de ausencia de tricomas (Figura 14 F’). Sin embargo,
en este Ultimo caso lo que ocurre es que aparecen pelos donde antes no habia, pero
dichas células presentan el fenotipo mwh (Figura 14 F), que corresponde a la formacidn

de mas de un pelo por célula (Yan y cols., 2009).

Entonces, dado que Mwh pertenece a la via PCP, nos preguntamos si la funcion de Pelado
estaria ligada a dicha via y para evaluar esto, evaluamos la localizacién celular de
Flamingo (Fmi), proteina que tiene una distribucidn en las caras proximal y distal del
tejido, dado que una posibilidad podria ser que Pelado esté regulando la formacidn del

tricoma regulando la localizacién de Mwh en distal.

Como se muestra en la Figura 15, no se observaron diferencias en la localizacién de Fmi,
lo que indicaria que Pelado no participa directamente en dicha via, sino que podria estar
actuando de forma paralela en el proceso de formacion del pelo, o bien rio debajo de los
mecanismos de determinacion de polaridad. Cabe destacar en este punto, que
alteraciones de expresion en los distintos componentes conocidos de la via PCP no

generan un fenotipo tan dramdatico como la ausencia de tricomas, sino que se ve

79



PldoA

Pldo-IR

afectado el nimero y la polaridad de estos (Strutt y Strutt, 2009; Gao, 2012; Adler, 2012;

Carvajal-Gonzalez y Mlodzik, 2014).

Ph GFP Fmi Merge

Figura 15: Evaluacién de la distribucién de Flamingo (Fmi) en condiciones de pérdida de funcién de Pelado.
En este analisis se evalué la localizacién de Fmi, tanto en condicién de pelado mutante (células verdes en
panel superior), obtenido mediante MARCM, o de pérdida de funcién (células verdes en panel inferior),
en comparacion con las células silvestres (no verdes), ver flechas amarillas. La barra de tamafio

corresponde a 5 um.
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2.- Evaluar si la funcidn de Pelado es homdloga a la funcidn descrita para EBAX-1 en C.

elegans.

Como en el objetivo anterior se mostré que la pérdida de funcidn de Scar revierte el
fenotipo generado por la pérdida de funcidon de Pelado, y también se ha descrito que
Scar es degradado por el proteasoma cuando no estd formando parte del complejo
regulatorio (WRC) (Kunda y cols., 2003). Entonces, si Pelado cumple la misma funcién
descrita en C. elegans para su ortélogo, se podria proponer o postular que Scar/WAVE
es un blanco de Pelado, al menos en las células epiteliales del ala de Drosophila durante
el proceso de crecimiento del tricoma. Para verificar si esto es asi 0 no, primero se evalud
si ambas proteinas (Pelado y Scar/WAVE) forman parte del mismo complejo. Esto se
realizé transfectando la linea celular S2R+, con ambos constructos (pUASt-Scar-GFP y
pUAST-Pelado-HA) mas el driver Gal 4. Esto permite que dichas células expresen ambas
proteinas unidas a un tag para posteriormente inmunoprecipitar con un anticuerpo
contra uno de dichos tags. Luego se evalud, mediante Western blot, si ambas proteinas

forman parte o no, del mismo complejo.

Como control se utilizé Jitterbug (Jbg), que también interactlda con el citoesqueleto de
Actina y posee el mismo tag (HA) que Pelado para asi descartar cualquier interaccién

inespecifica que pudiera alterar la interpretacién de los resultados.

81



IP: GFP

Input 1gG IP Input 1gG IP
250 KDa — o
170 KDa o WB: HA
20 Kba [t b .- TS WB: Scar
.
Jbg-HA Pldo-HA
Scar-GFP

Figura 16: Evaluacion de la posible interaccién entre Pelado y Scar mediante inmunoprecipitacion. Este
ensayo se realizd en células S2R+ y se utilizé la proteina Pelado unida al tag HA y la proteina Scar unida al
tag GFP; como control se utilizé la proteina Jitterbug (Jbg) unida al tag HA para asi descartar una unién
inespecifica de las proteinas analizadas. Se verificd que efectivamente Pelado y Scar forman parte del
mismo complejo, lo que se aprecia en el carril IP a la derecha, donde se ve la banda de HA al precipitar con
GFP, que no se ve en el caso de Jbg. n = 3.

Se observod que efectivamente Scar y Pelado forman parte del mismo complejo, lo que

no ocurre con Jbug (Figura 16).

Como se describié previamente, el ortélogo de pelado en C. elegans denominado EBAX-
1 se ha descrito como la proteina ligasa E3, constituyente de un complejo ubiquitin
ligasa, que reconoce los sustratos a ubiquitinar para ser degradados por el proteasoma.

En el andlisis ya descrito, determinaron que EBAX-1 reconoce principalmente a Robo
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como un blanco a ser ubiquitinado y posteriormente degradado por el proteasoma

(Wangy cols., 2013).

Ademas, los autores reconocieron distintos dominios dentro de esta proteina e
identificaron los sitios de unién con los distintos componentes de este complejo. Tales
dominios se encuentran conservados en Drosophila melanogaster, por lo que es
probable que el mecanismo de accién de ambas proteinas pudiera estar conservado. Es
por ello que se decidié evaluar si las condiciones de pérdida de funcién para los
componentes disponibles de este complejo ubiquitin ligasa descrito en C. elegans, en
gue estaria participando EBAX-1, fenocopian el evocado por deficiencias en Pelado en el

proceso de formacion de tricomas en D. melanogaster.

Al analizar el efecto producido al silenciar dichas proteinas no se observaron fenotipos
evidentes en la formacién de tricomas (Figura 17). Sin embargo, en algunos de los casos
al combinar las pérdidas de funciones para algunas de las proteinas (Elonginas B y C),
junto a la pérdida de funcién de Pelado no se obtienen individuos adultos, indicando
letalidad sintética, lo que sugiere una interaccién funcional. Se utiliz6 mas de un RNA
interferente en la mayoria de los casos y en ninguno de ellos se observé un fenotipo
evidente. Ademas, también se analizé el efecto de pérdida de funcion de CG4080, que
corresponde a una ligasa E2 descrita como un potencial interactor de Pelado de acuerdo

a la base de datos www.flybase.org.
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El hecho de que no se hayan obtenido individuos adultos en el caso de la combinacién
de pérdida de funcién de Pelado y de las Elonginas B y C, se puede deber a que dichas
proteinas poseen funciones muy versatiles en la célula (Okumuray cols., 2012; Brower y
cols., 1999; Aso y cols., 1996), por lo que su deficiencia, sumada a la deficiencia de
Pelado, podria generar la inviabilidad observada. Cabe destacar en este punto, que en
los complejos ubiquitin ligasa, la especificidad estd dada por la ligasa E3 (Wang y cols.,
2013), que seria Pelado en este caso. Esto significa que aunque toda la maquinaria que
compone el complejo ubiquitin ligasa esté presente, si la ligasa E3 no esta presente o
disponible para reconoce el sustrato a ubiquitinar, entonces no se produciria dicha
reaccién. Ademas, se ha descrito que es posible que una ligasa E3 pueda unirse a
distintos componentes para conformar un complejo ubiquitin ligasa y por ende,
ubiquitinar el sustrato reconocido (Stewart y cols., 2016). Esto explicaria porqué la
pérdida de funcidn de otros componentes no presentan alteracién en la formacion del

pelo, dado que no son esenciales para dicho proceso.

Si Pelado induce la degradacién de Scar/WAVE, y si ninguna de las otras proteinas del
complejo es limitante, entonces en condiciones de ganancia de funcién de Pelado uno
esperaria una reduccion en los niveles de Scar, dado que su degradacion se estaria

viendo incrementada bajo dichas condiciones.

Entonces, para evaluar si efectivamente Pelado es capaz de inducir la degradacién de

Scar, se analizaron los niveles de Scar en condiciones de ganancia de funcién de Pelado
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en la misma linea celular S2R+ y, nuevamente se utiliz6 como control, Joug. Mediante
western blot, a partir de extractos proteicos obtenidos de dichas células transfectadas
para generar la ganancia de funcién de Pelado, no se observaron cambios significativos
en los niveles de Scar en condiciones de ganancia de funcién de Pelado respecto del
control sin tratar o respecto de la ganancia de funcion de Jbug (Figura 18). Sin embargo,
estos resultados pueden deberse a que sélo se estdn incrementando los niveles de
Pelado y no del resto de las proteinas que constituyen el complejo ubiquitin ligasa

descrito en C elegans, las que podrian ser limitantes.

Debido a esto, evaluamos qué ocurre en condiciones de pérdida de funcion de Pelado.
Para ello primero se evalué de manera ex vivo, utilizando un cultivo primario de
hemocitos, donde se obtuvieron, mediante la herramienta MARCM, células mutantes
para pelado (marcadas en verde) y células heterocigotas silvestres (no marcadas). Si
efectivamente Pelado es requerido para degradar a Scar, entonces en aquellas células

mutantes que carecen de Pelado se observaria un aumento en los niveles de Scar.

Sin embargo, mediante inmunocitoquimica, se evaluaron los niveles de Scar en ambas
condiciones, pero no se observaron alteraciones significativas en los niveles de Scar en
las células mutantes respecto de las silvestres (Figura 19). Para confirmar la especificidad
del anticuerpo anti-Scar, se evalué mediante inmunofluorescencia, la seiial generada al

utilizar un RNA interferente contra dicha proteina (Figura 22).
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Figura 18: Evaluacion de los niveles de Scar. Se indujo la expresion de Pelado en la linea celular S2R+ y se
evaluaron los niveles de Scar mediante western blot. Se utilizaron dos versiones de Pelado, una con el tag
HA en el extremo N-terminal, y otra con el tag HA en el extremo C-terminal, para asi descartar una
alteracién en la funcionalidad de alguna de estas versiones, debido a la presencia del tag. Nuevamente, se
utilizé como control la expresion de Jbg y células sin transfectar. Cuantificacion realizada mediante Test

ANOVA Yy Tukey’s post test, n = 3.

El andlisis descrito se realizé en primera instancia en hemocitos debido a la relativamente
rapida y sencilla manipulacidn y obtencién de este tipo celular. Sin embargo, este no es
el mejor modelo de estudio, dado que en este tipo celular no se forman tricomas, por lo
gue no se puede correlacionar ambos fenotipos directamente, considerando también
gue no podemos asegurar que los componentes que participan en la formacién del
tricoma también estan presentes en este tipo celular y que por ende, estarian

participando en el proceso de regulacion de los niveles de Scar. Es por esto que también
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se evalud en los discos imaginales de ala, para determinar si habria algun cambio en
dicho contexto, donde tampoco se observaron diferencias en los niveles de Scar (Anexo

3).

Por otro lado, también se debe considerar que Pelado podria tener una funcién especial
especificamente en las células epiteliales de la epidermis durante el proceso de
formacion del pelo o tricoma, y regular los niveles de Scar, pero de manera localizada en
la zona apico-distal de las células del ala, que es donde se requeriria el aumento de
polimerizacién lineal de Actina para permitir la formacién del tricoma, por lo que se
evalud los niveles de Scar, mediante inmunofluorescencia, en alas pupales durante la
formacion del tricoma. Nuevamente, no observamos cambios significativos en los niveles

de Scar al modificar los niveles de Pelado (Figura 20).

Respecto de los resultados obtenidos hasta aqui, vimos que en el ensayo de
inmunoprecipitacion Pelado y Scar forman parte de un mismo complejo molecular, lo
qgue favorece la posibilidad que Pelado tenga la misma funcién que en C. elegans. Sin
embargo, no se observaron alteraciones en los niveles de Scar, al alterar de distintas
formas los niveles de Pelado (ganancia o pérdida de funcién). Entonces, una alternativa
para explicar dichas observaciones seria que Pelado podria estar inhibiendo la actividad
de Scar en lugar de regular sus niveles, lo que explicaria su potencial interacciéon y el

efecto observado en los tricomas del ala de la mosca.
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Figura 19. Evaluacion de los niveles de Scar
en hemocitos mutantes para pelado. Se
analizaron los niveles de Scar en células
mutantes para pelado (verdes) y se
compararon con las células vecinas silvestres
(no GFP). Como control, se utilizé el FRT19A
para hacer la recombinacion. En gris esta la

marca de Scar, en rojo la marca de faloidina

(filamentos de Actina) y en azul se marcan los nucleos con DAPI (DNA). Para la cuantificacion se

consideraron al menos 25 células por fenotipo, obtenidos de 27 larvas distintas y se midid la

intensidad de fluorescencia y el area celular en cada caso. Estas fotografias se tomaron con un

aumento de 63x y se realizd un zoom computacional de 2x. La barra de tamafio corresponde a 10

pum. Cuantificacion realizada mediante Test ANOVA 'y Tukey’s post test, n = 3.
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Ahora bien, como en los resultados obtenidos en el Objetivo 1, se vio que la pérdida de
funcién de Scar, de manera simultanea a la pérdida de funciéon de Pelado, hubo una
reversion del fenotipo previamente caracterizado. Entonces, a partir de dicha
observacion, nos preguntamos si la ganancia de funcién de Scar tendria un fenotipo
andlogo al generado por la pérdida de funcién de Pelado. Esto, dado que,
aparentemente, Scar y Pelado participarian en la regulacién de la polimerizacion de
Actina, pero mientras Scar induce la polimerizacién ramificada, Pelado induciria la
polimerizacién lineal. Basandonos en el fendmeno de competencia por los mondmeros
de Actina (Burke y cols., 2014; Heson y cols., 2014; Suarez y cols., 2015; Suarez y Kovar,
2016), evaluamos entonces la morfologia de los pelos en condiciones de ganancia de

funcion de Scar.

Si Scar y Pelado estdn en la misma via, donde Pelado estaria rio arriba de Scar, se
esperaba que una ganancia de funcién de esta proteina podria inducir un fenotipo similar
al fenotipo pelado. Sin embargo, cuando se analizaron estas opciones, no se observo la
epistasis esperada (Figura 21), asi la ganancia de funcién de Scar no indujo el fenotipo
caracteristico del silenciamiento de Pelado. Cabe destacar que también se utilizé una
versién miristoilada de Scar, lo que mantiene a esta proteina unida a la membrana celular
(Bogdany cols., 2011), por lo que se mantendria activa de manera constitutiva y en esta

condicién tampoco se observo el fenotipo de ausencia de tricomas.
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Entonces, la ganancia de funcién de Scar no es capaz de fenocopiar lo observado con la
pérdida de funcidn de Pelado, pero al utilizar la ganancia de funcién de una version
miristoilada de Scar, se observa una disminucién en el niumero de pelos por area,
manteniéndose algunas dareas del ala sin pelos. Sin embargo, el fenotipo no es
exactamente el mismo al producido con la pérdida de funcién de Pelado. Esto ultimo
podria deberse a que se pierde la regulacién o la dindmica del citoesqueleto de Actina
en la cercania de la membrana plasmadtica, que es donde se forman los tricomas vy, al
mismo tiempo, se estaria incrementando la competencia por los mondmeros de Actina
en dicha zona, donde es esencial que se vea favorecida la polimerizacién lineal de Actina,
para asi permitir la formacion del tricoma. Ademas, se ha descrito que Scar es una
proteina que también participa en el proceso de citoquinesis (King y cols., 2010) y esta
activacion constitutiva podria inducir defectos en dicho proceso, generandose asi células
mas grandes, lo que explicaria la disminucion de pelos por drea, debido a que también

habrian menos células por area, debido al problema de divisién celular ya mencionado.

91



Intensidad/Area
GFP/no GFP

08

06

0.4

02

0.0

Figura 20. Evaluacién de los niveles de Scar en
células del ala pupal en condiciones de pelado
mutante. Los niveles de Scar en el ala pupal se
evaluaron durante el periodo de formacion de
tricomas, mediante ensayos de

inmunofluorescencia. Se compararon las células

mutantes para pelado (delineadas por linea punteada amarilla) con aquellas silvestre (fuera de

dicha zona). La cuantificacion se realizé en cada uno de los cortes dpticos fotograficos, donde se

selecciond el rea correspondiente al clon y se cuantificé un area similar en el tejido heterocigoto.

Para cada n se consideraron al menos 5 clones, n = 3. La barra de tamafio corresponde a 10 um.

El andlisis estadistico utilizado fue t test, P < 0,0001.
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Figura 21: Evaluacién de la
participacion de Scar en la
formacion del pelo. Se evalud
la posible epistasis entre Scary
Pelado. En la imagen se
presentan los  fenotipos
generados por la ganancia y
pérdida de funcién de Scar,
por si solos en la zona de
expresion de patch (columna
izquierda, Ptc G4) o en
combinacién con el
interferente de Pelado en la
misma zona (columna
derecha, PtcG4, Dcr2, PldolR).
La zona de expresién de Patch

(Ptc) estd indicada por una

linea celeste continua en el caso del control y es la misma zona para todas las alas analizadas; mientras
que el fenotipo se observa dentro de la zona delimitada por una linea punteada roja. Se observa
claramente que sélo la pérdida de funcién de Scar es capaz de revertir el fenotipo de pérdida de funcion
de Pelado. Sin embargo la ganancia de funcién de Scar no induce el mismo fenotipo que la pérdida de
funcién de Pelado. Las fotos fueron tomadas con un aumento de 40x. La barra de tamafio corresponde

a 100 pum. Se analizaron al menos 10 individuos en cada caso, n = 3.
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En resumen, y considerando las explicaciones alternativas antes descritas, es posible
proponer que la pérdida de funcién de Scar es capaz de revertir el fenotipo de ausencia
de tricomas generado por la pérdida de funciéon de Pelado debido a que en este caso
habria una menor competencia por los monémeros de Actina. Asi, al reducir los niveles
de Scar habria menor actividad del complejo Arp2/3 y mayor disponibilidad de

mondmeros de Actina, favoreciendo de esta forma la polimerizacidn lineal.

3.- Analizar el efecto de la ganancia o pérdida de funcion de Pelado en células del
sistema inmune de Drosophila melanogaster y asi determinar si su efecto sobre el

citoesqueleto de Actina es tipo celular especifico.

Como se ha mencionado previamente, el citoesqueleto de Actina es uno de los
componentes claves que regulan y mantienen la forma de las células en general, tanto
de las que forman parte de una estructura organizada como epitelios, como también de
células aisladas, como por ejemplo de las que forman parte del sistema circulatorio. Asi,
se evaluaron los hemocitos, células que forman parte del sistema inmune de D.
melanogaster. Esto, dado que son un tipo celular que no esta “atrapado” en un epitelio,
entonces se podria observar de manera mas evidente cudl podria ser el efecto de Pelado
en este contexto celular. Se esperaba una alteracién notoria fenotipicamente si es que

Pelado efectivamente regula el citoesqueleto de Actina, esto dado que como se ha
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descrito ampliamente, de este componente del citoesqueleto depende la formacién de
diversas estructuras celulares como filopodios y lamelipodios en este y otros tipos
celulares (Zanet y cols., 2012; Sudrez y Kovar, 2016; Clainche y Carlier, 2008). La
formacioén de dichas estructuras también requiere de distintos tipos de polimerizacién
de Actina (lineal o ramificada), lo que también nos permitiria discriminar si Pelado
favorece o no uno de ellos. Entonces, si Pelado efectivamente induce o favorece la
polimerizacién lineal de Actina, deberiamos observar un aumento en la formacién de

filopodios.

Primero se utilizé la linea celular S2R+, las cuales fueron transfectadas para generar la
ganancia de funcién de diversos transgenes. Después de 48 horas de la transfeccidn, las
células se fijaron y se realizé la inmunofluorescencia para evaluar la morfologia celular.
Por otro lado, estas células también fueron sometidas a la accion de RNA interferentes
contra los mensajeros de interés, pero en este caso la incubacidon se realizé por 4 dias

(Bogdany cols., 2005 ).

Se observé que aquellas células que fueron transfectadas con pUASt Pelado HA
presentan un mayor porcentaje de células con mas de 3 protrusiones, de manera analoga
a lo observado con la disminucion de Scar mediante dsRNA que es justamente el
resultado esperado en este punto (Anexo 2). De hecho, este es el tipo de fenotipo
previamente descrito para la pérdida de funcién de Scar (Bogdan y cols., 2005; Kunda y

cols., 2003). Como se describid en los resultados presentados en el Objetivo 1, la pérdida
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de funcién de Pelado es rescatada con la pérdida de funcién de Scar indicando que estas
proteinas tendrian roles opuestos en la regulacién de la dinamica de Actina. De manera
andloga, al disminuir Pelado y aumentar Scar de manera simultanea, no se observan

fenotipos evidentes en la morfologia de esta linea celular (Anexo 2).

Dado que fue dificil determinar efectivamente cudles eran las células transfectadas o
afectadas con el RNA de interferencia debido a la ausencia de un anticuerpo contra
Pelado, y a que el anticuerpo anti-HA no funcioné de la mejor manera, se decidio realizar
este ensayo utilizando hemocitos, que corresponden al componente celular del sistema

inmune de Drosophila melanogaster, analogos a nuestros macroéfagos.

En este caso, lo que se realizé fue inducir la expresion de los distintos transgenes de
interés exclusivamente en los hemocitos mediante el driver Hml-Gal4. Luego de hacer la
cruza para generar la ganancia y/o pérdida de funcion de los genes a analizar en estas
células, se esperd que los descendientes de la cruza (F1) llegasen al estadio de larva 3,
momento en que se toman aproximadamente 9 a 12 larvas por genotipo y se pinchan
con una fibra de tungsteno en la parte posterior. Esto permite que la hemolinfa, y en

consecuencia los hemocitos sean liberados al medio.

Con los resultados obtenidos a partir de cultivos primarios de hemocitos (Figura 22), se

corrobora lo observado en las células S2R+, donde la ganancia de funcién de Pelado
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genera un aumento en el porcentaje de células con mads de tres protrusiones, asimismo

la pérdida de funcién de Scar genera un fenotipo comparable.

Ph Scar
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% células con proyecciones
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Figura 22: Evaluacion de la morfologia celular en
distintas condiciones genéticas en hemocitos. Se
indujo la expresion de distintos transgenes
utilizando el driver HmIG4, que permite la
expresion de sus genes blanco exclusivamente en
los hemocitos de Drosophila melanogaster.

Posteriormente, se evalud tanto los niveles de

Scar, como la forma celular. Para la cuantificacion se evaluaron al menos 20 células por fenotipo, n = 3. La

barra de tamafio corresponde a 5 um. 1-Way ANOVA, Tukey Post test P < 0,0001.
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Luego, se evalud si estas protrusiones corresponden o no a filopodios. Para ello se analizé
si la proteina Fascina, una reconocida estabilizadora de filopodios (Vignjevic y cols.,
2006), se encuentra en estas protrusiones. Se observd, efectivamente, que las
protrusiones observadas en los casos de ganancia de funcién de Pelado y pérdida de
funcién de Scar corresponden a filopodios, evidenciado a través de la presencia del

estabilizador Fascina (Figura 23).

Dado que en el ala se observéd que la pérdida de funcién de Pelado es rescatada por la
pérdida de funcién de Scar, y por las ganancias de funcidon de Diaphanous y Actina,
entonces se traté de realizar un rescate similar en los hemocitos, pero esta vez
generando la ganancia de funcién de Pelado junto a la ganancia de funcién de Scar. Para
ello se generd una mosca que exprese tanto el driver Gal 4 en hemocitos (Hml) como la
ganancia de funcion de Pelado (UAS Pelado). Este animal (UAS Pelado; Hml-Gal4)
entonces se cruzd con transgénicos que permite la expresidon inducible de posibles
supresores del fenotipo (el principal candidato era la ganancia de funcién de Scar). Con
esto se esperaba aumentar la competencia por los mondémeros de Actina y disminuir o

eliminar asi la aparicién de células con mas de tres protrusiones.

De manera andloga se evalud el posible rescate con la pérdida de funcién de Diaphanous
y Profilina (Chickadee en Drosophila melanogaster), mediante constructos que expresan

RNAs de interferencia, Dia-IR y Chic-IR, respectivamente.
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Figura 23: Evaluacion de la identidad de las proyecciones observadas previamente, generadas por la
ganancia de funcién de Pelado en hemocitos. Se evalud si dichas proyecciones de Actina corresponden o
no a filopodios. Para ello se analizé la presencia de Fascina, dado que esta descrito que es una proteina
estabilizadora de filopodios, cuya presencia esta bastante caracterizada en dichas estructuras maduras
(Vignjevic y cols., 2006). Se determind que efectivamente, las protrusiones observadas corresponden a
filopodios. Como control, se utilizd Cdc42 V12, que corresponde a la forma activada de la GTPasa
monomeérica y que esta descrita como inductora de la formacion de filopodios, asi como la ganancia de
funcién de Diaphanous. Estas fotografias se tomaron con un aumento de 63x y se realizdé un zoom de 4x.

Se evaluaron al menos 10 células en cada caso. La barra de tamafo corresponde a 10 um.

Como se observa en la Figura 24, la ganancia de funcidn de Scar no es capaz de rescatar
el fenotipo, lo que podria explicarse ya que el aumento en los niveles de Scar no implica

un aumento en su actividad. Ademas, la actividad de Scar depende también del cambio
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estructural que ocurre dentro del complejo WRC (WAVE Regulatory Complex, o complejo
regulatorio de Scar/WAVE), donde se encuentra inactivo normalmente y serd activado
mediante la unién de la GTPasa monomérica Racl, pero también puede ser activado por
otras moléculas, como fosfolipidos que se encuentran en la membrana plasmatica
(Campelloney cols., 2010). Es por esto, que también se evalud el rescate con una version
constitutivamente activa de Scar. Sin embargo, en estas condiciones tampoco se observé

la reversién del fenotipo.

No obstante, la pérdida de funcidn de Diaphanous y de Profilina si revierten el fenotipo
de ganancia de funcién de Pelado. Hay que sefalar que al disminuir los niveles de Pelado
(en una condicidn de sobreexpresion de Pelado) no se revierte el fenotipo (no mostrado),
posiblemente debido a que el silenciamiento no es tan efectivo. Efectivamente, la
supresion del fenotipo si ocurre al disminuir los niveles de Pelado, expresando la
construccion Pelado-IR, junto a la proteina Dicer2, que media el procesamiento del
dsRNA producido desde la construccion Pelado-IR aumentando asi la eficiencia del

fendmeno de interferencia mediado por dsRNA (Dietzl y cols., 2007).

Asimismo, también se quiso evaluar qué ocurria con la forma celular en condiciones de
pérdida de funcidn de Pelado y para ello se utiliz6 nuevamente RNA interferente y la
técnica MARCM. Se evalud la distribuciéon de la Actina filamentosa, para lo cual se tifieron
las células con faloidina. Cuando se analiza el fenotipo de las células mutantes respecto

de aquellas células control, observando la tincién con faloidina para evaluar los
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filamentos de Actina, se evidencia que las células mutantes se extienden menos en el

sustrato y, por ende, se ven mds pequefas y redondas (Figuras 22 y 25).

GFP-IR Scar-IR UAS Scar Pldo-IR

UAS Pldo; HmIG4

Pldo-IR, Dcr2 Chic-IR

UAS Pldo; HmIG4

Figura 24. Evaluacion de la reversidn del fenotipo
observado en hemocitos. Se analizd la posible
reversion la formacién de filopodios inducida por

la ganancia de funcién de Pelado en hemocitos.

% células con filopodios

Para ello, se generd una mosca que expresa el

driver HmIG4, junto con la ganancia de funcion de

Pelado y esta se cruzd con moscas que expresan
distintos transgenes que codifican para proteinas que regulan el citoesqueleto de Actina (Scar, Dia, Chicy
Act). Se observa que la pérdida de funcién de Dia, Chic y Act impiden la formacién de filopodios inducida
por la ganancia de funcidn de Pelado. En cada caso se analizaron al menos 20 células, n = 3. La barra de
tamafio corresponde a 5 um. 1-Way ANOVA, Tukey Post test P < 0,0001. Las diferencias significativas

corresponden a: a, respecto de la expresion de GFP-IR; b, respecto de la expresidon de UAS Scar.
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Mientras que al evaluar en condiciones de pérdida de funcidn de Pelado se observa un
aumento en el porcentaje de ruffles que presenta, respecto de las células silvestres

(Anexo 7).

Luego, se evalud si es posible revertir el fenotipo de pelado mutante en hemocitos,
expresando distintas proteinas reguladoras del citoesqueleto de Actina. Efectivamente,
se pudo revertir el fenotipo al inducir la expresidon de Diaphanous y Actina, y lo mismo
ocurre al disminuir la expresién de Scar. Esto estaria indicando que el drea de adhesién
celular depende de un correcto balance entre las distintas formas de polimerizacién de

Actina (Figura 25).

Para cuantificar dicho fenotipo se midio el area celular, donde se observo que las células
mutantes para pelado presentan un area celular significativamente menor que las células
silvestres (Figura 25). Esto se podria interpretar como una disminucion en el drea celular

adherida a la superficie.

Al evaluar qué ocurre en condiciones de pérdida de funcién de Pelado, se observa un
aumento en el porcentaje de ruffles respecto de las células silvestres (Anexo 7). Esto es
concordante con la idea de la competencia por los monédmeros de Actina, dado que la
ganancia de funcién de Pelado favorece la formacion de filopodios, mediante la
polimerizacién lineal de Actina, mientras que la pérdida de funcién de Pelado favorece
la formacién de ruffles, estructuras que dependen de la polimerizacién ramificada de

Actina.
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Ph GFP Merge Figura 25. Evaluaciéon de la posible

reversion del fenotipo mutante de

FRT19A

pelado en hemocitos. Para evaluar la
posible reversién del fenotipo mutante
se cuantificd el area celular utilizando la

marca de faloidina. Las células

PldoA

mutantes se identificaron con la marca

de GFP, en verde. En este caso, se

generaron moscas que contienen la
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mutacién (pldoA) junto con la ganancia

o pérdida de funcion de cada uno de los
componentes del citoesqueleto
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Interferente de Scar). FRT19A se utilizé
como control. La barra de tamano
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PldoA; Act
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Luego, se evalud si es posible revertir el fenotipo de pelado mutante en hemocitos,
expresando distintas proteinas reguladoras del citoesqueleto de Actina. Efectivamente,
se pudo revertir el fenotipo al inducir la expresidon de Diaphanous y Actina, y lo mismo
ocurre al disminuir la expresién de Scar. Esto estaria indicando que el drea de adhesién

celular depende de la polimerizacidn lineal de Actina (Figura 25).

De acuerdo a los resultados aqui presentados, proponemos que Pelado participa en la
competencia por mondmeros de Actina y de esta forma estaria favoreciendo la
polimerizacién lineal de Actina, posiblemente mediante el reclutamiento de Profilina, en
lugar de enviar a degradacién a Scar como se propuso originalmente en esta tesis. Este
reclutamiento podria estar dado mediante el dominio FH1 presente en Pelado y asi,
Profilina incrementaria la polimerizacion lineal mediada por la formina Diaphanous. Para
confirmar esta hipétesis se realizaron andlisis de interaccion entre Pelado y Profilina,
mediante ensayos de inmunoprecipitacion, pero dichos resultados no fueron
concluyentes (Figura 29). Esto se debid a que en los distintos analisis que se realizaron,

los resultados fueron variables entre si.
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4.- Estudiar qué dominios de Pelado son necesarios para su funcién sobre el
citoesqueleto de Actina y por ende para la formacidon de tricomas en Drosophila

melanogaster.

Dado que Pelado es una proteina bastante grande y posee diversos dominios
identificados y caracterizados con alguna funcién en particular. Por ende, al conocer el o
los dominios necesarios para que Pelado cumpla su funcién sobre la polimerizacién de
Actina, entonces podriamos dilucidar o al menos proponer un mecanismo por el cual

Pelado ejerce su efecto en dicho proceso.

Para abordar este objetivo, primero se disefid una mutante que carece del dominio C-
terminal de la proteina Pelado (Pelado AC). Esta eleccién se basa en que el dominio C-
terminal carece de dominios reconocidos y se ha caracterizado in silico como una regién
que carece de estructuracion clasica (alfa hélice o sdbana beta), por lo que se ha
denominado como “desestructurada”, mientras que el extremo N-terminal contiene
diversos dominios, descritos previamente (Figura 9D). Dos de esos dominios son
caracteristicos de proteinas reguladoras del citoesqueleto de Actina como: FH1, dominio
presente en forminas y caracterizado como un dominio de interaccién con Profilina (Faix
y cols., 2006) y WH2, dominio de interaccién con Actina monomérica (Paunola y cols.,
2002). En base a esto, se esperaba que la mutante Pelado AC cumpla las funciones sobre

el citoesqueleto de Actina.
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Primero se determind la distribucion celular de ambos constructos en los hemocitos,
mediante una inmunofluorescencia contra el tag HA que poseen ambas proteinas (Anexo
6). Esta expresion se realizd utilizando el driver Hml Gal4 a 18°C, para que los niveles de
expresion fueran los mas bajos posibles. Se observé que ambas versiones de Pelado
poseen una distribucién bastante similar (citoplasmatica). Cabe destacar que aun con
estos niveles de expresidon igualmente se observa la aparicidn de filopodios, tanto en la
versién silvestre como en la mutante, pero este fenotipo era menos fuerte que el
observado al tener las células a 25°C. Ademas, en ambos casos, se observa la presencia

de la sefial del tag HA en dichos filopodios (Anexo 9).

Luego, se evalud si Pelado AC tiene el mismo fenotipo observado con Pelado silvestre
(aparicion de filopodios). Efectivamente, ambos inducen la formaciéon de filopodios, lo
gue indica que el extremo N-terminal de Pelado es suficiente para inducir la
polimerizacién lineal de Actina (Figura 26). La cuantificacién de estos resultados se

encuentra en Anexo 12.
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Pldo AC M1 Pldo AC M3 Pldo AC M6 Pldo AC M8 Pldo ACM10

Pldo WT M7

Pldo WT M2 Pldo WT M3 Pldo WT M4 Pldo WT M5

Figura 26: Evaluacién del efecto de la expresién en hemocitos de las distintas lineas de expresion de
Pelado, tanto silvestres como carentes del extermo C-terminal de Pelado (AC). Se evalud la capacidad de
inducir o no la formacidn de filopodios en este tipo celular mediante la expresion de las distintas versiones
de Pelado. Ello se analizé mediante la tincién con Faloidina para observar los filamentos de Actina. En la
fila superior se observan distintas lineas de la mutante que carece del extremo C-terminal (AC), mientras
en la fila inferior se observan las distintas lineas disponibles de la version silvestre de Pelado (WT). Se

analizaron al menos 20 células en cada caso, n = 3. La barra de tamafio corresponde a 10 pum.

Luego se evalud la potencial reversiéon del fenotipo generado por pelado mutante en
hemocitos, de manera analoga a lo observado en la Figura 25, pero esta vez evaluando
el efecto de ambas versiones de Pelado (Pldo WT y Pldo AC). Nuevamente, se observo
gue ambas versiones de Pelado son capaces de rescatar el fenotipo de disminucion de
area de adhesidon en dichas células (Figura 27). Podemos concluir entonces, que la

versién Pelado AC cumple las funciones de Pelado silvestre (WT) en hemocitos.
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PldoA; Pldo WT PldoA FRT19A

PldoA; Pldo AC

Area celular

FRT19A

PldoA;
UAS Pldo AC

Figura 27: Evaluacion de la posible
reversion del fenotipo mutante de
pelado en hemocitos. Para evaluar la
posible reversion del fenotipo
mutante se cuantificé el area celular
utilizando la marca de Faloiding;
nuevamente, las células mutantes
estan marcadas en verde (GFP).
También se generaron moscas que
contienen la mutacion (PldoA) junto
con la ganancia de funcidn de las dos
versiones de Pelado (Pelado
silvestre, WT y Pelado que carece del
extremo C-terminal, AC); se utilizd
FRT19A como control. Para la
cuantificacion, en cada n se
utilizaron al menos 10 células por
condicion, n = 3. La barra de tamafio
corresponde a 10 um. Se utilizé el test 2-Way
ANOVA y Tukey post test, P < 0,0001. Las
diferencias significativas corresponde a: a,
respecto de PIdoA GFP; b, respecto de FRT19A
GFP; ¢, respecto de PldoA no GFP; y d, respecto

de PldoA; UAS PldoWT no GFP.
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Por otra parte, se analizd el potencial rescate de esta mutante sobre la pérdida de
funcién de Pelado, dado que esta mutante no es blanco del interferente utilizado. Como
se muestra en la Figura 27, la mutante que carece de la porcion C-terminal no es capaz
de rescatar el fenotipo. Esto estaria indicando que dicha porcién (o al menos una parte

de ella) es esencial para ejercer su funcidn en la formacion del tricoma.

En base a los resultados descritos con Pelado AC, podemos sugerir que probablemente
los dominios FH1 y WH2 serian suficientes para inducir la formacién de filopodios, pero
no son suficientes para cumplir la funcién que esta proteina tendria sobre el
citoesqueleto de Actina para formar el tricoma. Si bien es probable que también sean
necesarios para la funcién de Pelado (por ejemplo, mediando la interaccién con
Profilina), su presencia sin el dominio desestructurado C-terminal no es suficiente para
ejercer su funcién, al menos durante la formacion del tricoma. Una posibilidad es que
Pelado funcione como una proteina scaffold que reclute y mantenga en cercania diversas
proteinas que en conjunto inducirian o favorecerian la polimerizacidon lineal de Actina.
Dichas interacciones estarian dadas probablemente por los diferentes dominios de la

proteina Pelado.
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Pldo AC M5

Pe——D

Figura 28. Evaluacion de la
reversion del fenotipo de
pérdida de funcion de Pelado
utilizando las distintas lineas
de la version de Pelado que
carece del extremo C-terminal
(AC). En todos los casos se
utilizd una mosca que expresa
el interferente de Pelado en
combinacién con el driver
Patch Gal4 y Dcr (Ptc G4, Dcr,
Pldo-IR) y se cruzdé con las
distintas lineas que carecen
del extremo C-terminal (AC), y
como control se utilizé Ia
expresion de GFP. La zona de
expresion de Patch (Ptc) estd
indicada por una linea celeste
continua en el caso del control y es la misma zona para todas las alas analizadas; mientras que el
fenotipo se observa dentro de la zona delimitada por una linea punteada roja. Estas imagenes son
representativas de al menos 10 alas por genotipo, y fueron tomadas con un aumento de 40x; n = 3.

La barra de tamafio corresponde a 100 um.
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Esto ultimo se evalué mediante ensayos de inmunoprecipitacién, utilizando ambas
versiones de Pelado (Pldo WT y Pldo AC) evaluando en principio la interaccién con
proteinas como: Profilina, Diaphanous y Actina (Figura 29). Sin embargo, estos
resultados no son concluyentes dado que al repetir 3 veces el mismo experimento, la
Unica interaccién que se mantuvo en todas las oportunidades fue entre las dos versiones
de Pelado y Scar. Mientras que las interaccion con Diaphanous y Profilina se observé sélo
en 2 y 1 oportunidad, respectivamente. Esto podria indicar que hay alguna interaccién
transiente y por ello no se observé en todas las oportunidades ensayadas, o que la

proteina Pelado requiere de algun tipo de activacidén que no conocemos.

Luego, se analizé ambos constructos en el ala pupal y determinar si habia alguna
localizacién diferencial entre las dos versiones de Pelado que diera cuenta de la funcién
de la region C-terminal, en la formacion del pelo. Esto se realizé a distintos tiempos
durante la formacién del tricoma y a 18°C para reducir los niveles de expresién de las
proteinas a analizar y asi evitar una saturacion del sistema. Al mismo tiempo, se quiso
evaluar si habia alguna alteraciéon en la localizacién de la proteina Mwh, dado que
también se observé que una disminucién en Mwh junto a la pérdida de funcién de Pelado
permitia revertir el fenotipo de ausencia de tricomas (Figura 14), para asi determinar si

esto es lo que se ve afectado en el caso de la mutante Pelado AC.
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Figura 29: Evaluacidn la posible interaccion entre las distintas versiones de Pelado y diversas proteinas que
regulan el citoesqueleto de Actina. Este ensayo se realizé en células S2R+ y se utiliz6 ambas versiones de
Pelado unidas al tag HA en su extremo N-terminal. Pldo WT corresponde a la version silvestre de Pelado y
Pldo AC corresponde al mutante de Pelado que carece del extremo C-terminal. Como control se utilizé la
proteina Jitterbug (Jbg) unida al tag HA para asi descartar una unién inespecifica de las proteinas
analizadas. Se verificé que efectivamente ambas versiones de Pelado son capaces de formar parte del
mismo complejo con Scar. También se observé en ambos casos la interaccién con Diaphanous y Profilina,

no asi con Actina. Sin embargo, estos Ultimos resultados no se observaron nuevamente. n = 3.
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HA Scar Ph Merge _

Figura 30. Evaluacion de la localizacion de distintas versiones de Pelado, 61 h APF a 18°C; a dicha
temperatura, este momento corresponde al momento en que comienza la acumulacién de Actina en la
zona apico-distal de cada una de las células epiteliales del ala de la mosca. Para evaluar la localizacion de
Pelado se utilizo el tag HA. La expresion de los distintos transgenes, tanto en Pelado WT, como AC, se
realizé utilizando el driver nubbin Gal4, que permite la expresion de dichos transgenes en todas las células
del ala. Dicha expresion se realiza en un background que tiene la expresion enddgena de Pelado. Los
individuos fueron mantenidos a 18°C, para que los niveles de expresidn sean lo mas bajo posible. En este
analisis se evaluaron al menos 3 individuos. La barra de tamafio corresponde a 5 um. La barra de tamafio

corresponde a 10 pm.

En el tiempo 61 horas APF, que corresponde aproximadamente a 28 horas APF,
momento en que los centros de nucleacidn de Actina comienzan a acumularse en la zona
apico-distal de cada célula (Classen y cols., 2008), se observa una menor intensidad en la
sefial de HA, en el caso del mutante AC. Una posible explicacién es que la mutante podria

estar siendo degradada y por ello no logra cumplir su funcidn sobre el citoesqueleto de
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Actina. Sin embargo, esto no se observa en los tiempos posteriores de analisis y tampoco
se ha evaluado su expresién a nivel transcripcional. No fue posible evaluar la localizacién

de Mwh en este tiempo de desarrollo del ala pupal.

Curiosamente, a las 67 horas APF se observa lo contrario a la figura anterior, respecto de
la sefial de HA, ya ques esta tendria mayor intensidad en el caso de la mutante. Cabe
destacar que estos analisis se hicieron en paralelo y utilizando los mismos reactivos para
cada caso, por lo que se puede descartar que haya habido diferencias de
permeabilizacién al menos. Notablemente, la localizacion de Mwh también se ve
alterada, ya que en el caso WT, Mwh tiene una localizacién marcada hacia la periferia
celular mientras en el mutante se ve principalmente por toda la célula. Sin embargo,
cuando se analiza la localizacién con mayor detalle en condiciones de pelado mutante,

no se observan mayores diferencias respecto de las células vecinas (Anexo 11).

Luego, a las 71 horas APF se repite lo observado en |la imagen anterior, respecto de la
marca de HA. Sin embargo, ahora la sefal de Mwh se aprecia bastante similar entre

ambas versiones de Pelado.
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Figura 31: Evaluacion de

la localizacidn de
distintas versiones de
Pelado, y de Mwh, a 67,
71, y 74 h APF. Para
evaluar la localizacién de
Pelado se utilizdé el tag
HA. Para esto se indujo la
expresion de los distintos
transgenes, tanto en
Pelado WT, como AC, con
el driver nubbin Gal4, que
permite la expresion de
dichos transgenes en
todas las células del ala.
Estas expresiones se
realizaron en un
background silvestre

(que tienen la expresion

enddgena de la proteina Pelado). Los individuos fueron mantenidos a 18°C, para que los niveles de

expresion sean lo mas bajo posible. En este analisis se evaluaron al menos 3 individuos. La barra de tamafio

corresponde a 5 um.

Nuevamente, a las 74 horas APF, la seial de HA se mantiene de acuerdo a lo observado
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previamente, pero habria un aumento considerable en la sefial de Mwh en el caso de la
mutante, sefial que esta vez, ademas se ve mas marcada hacia la periferia celular. Sin
embargo, este caso también requiere mayor analisis, por ejemplo respecto de los niveles
de expresion de cada una de las versiones de Pelado. Esto debe ser considerado en todos

los casos analizados.

Figura 32: Evaluacioén de la localizacion de las distintas versiones de Pelado, utilizando el tag HA para

evidenciarlo, 80 h APF. Para esto se indujo la expresién de los distintos transgenes, tanto en Pelado WT,
como AC, con el driver nubbin Gal4, que permite la expresion de dichos transgenes en todas las células del
ala. Estas expresiones se realizaron en un background silvestre, lo que significa que en todas estas células
se mantiene la expresidon enddgena de Pelado. En la fila superior se observa la distribucion del tag HA que
corresponde al tag de Pelado silvestre (Pldo WT) y en la fila inferior corresponde al tag de Pelado carente
del extremo C-terminal (Pldo AC). En todos los casos se analizé también la distribucién de Scar y de los
filamentos de Actina (Ph). Los individuos fueron mantenidos a 18°C, para que los niveles de expresion sean
lo mas bajo posible. En este analisis se evaluaron al menos 3 individuos. La barra de tamafo corresponde

210 um.
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Finalmente, se observa que en ambos casos se logré formar el pelo y fenotipicamente
no se observan diferencias aparentes. Sin embargo, hay dos observaciones interesantes
gue se pueden hacer respecto de los presentes resultados. Primero, que ambas
versiones de Pelado estan presentes en los pelos en formacién, aunque la seial de
Pelado silvestre es bastante mds conspicua que la versién AC. Segundo, la sefial de Scar
se observa bastante distinta en ambos casos, mientras en la version silvestre se
encuentra junto con Pelado y Actina en los pelos crecientes, en el caso AC, se observa
bastante mas disperso en la célula, lo que sugiere una participacién de Pelado en la

regulacién de la distribucion celular de Scar.

Es probable que efectivamente la alteracion observada en la localizacion de Mwh al
expresar el mutante que carece del extremo C-terminal, tenga algun efecto en la
formacién del tricoma si se observa a 25°C, dado que como el desarrollo a dicha
temperatura es mas rdpido, no habria tiempo para permitir la adaptaciéon o la
compensacién del sistema en respuesta a dicha alteracion. De hecho, se ha observado
el fenotipo de ganancia de funcion de ambas versiones de Pelado y sélo la versién
mutante genera una alteracién en la morfologia celular, aunque no se impide la
formacidn del tricoma, lo que estaria indicando que también participa en otros procesos

para los que el extremo C-terminal seria esencial (Figuras 26 y 27).

Finalmente, se quiso evaluar en el ala pupal si las dos versiones de Pelado son capaces

de revertir el fenotipo generado en el mutante. Se observé que sélo el WT es capaz de
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revertir el fenotipo y elongar el tricoma. Lo que corrobora lo observado en el caso de las
alas adultas, donde sdlo la version silvestre (WT) revierte el fenotipo de pérdida de

funcion de Pelado.

FRT19A PldoA PldoA; Pldo WT PldoA; Pldo AC

Figura 33. Evaluacién de reversion del fenotipo de células mutantes para pelado en alas pupales utilizando

distintas versiones de Pelado. Nuevamente, se generaron tejidos mosaicos y se evalud la posible reversion
del fenotipo pelado mutante, expresando al mismo tiempo Pelado silvestre (WT) o Pelado que carece del
extremo C-terminal (AC). La zona delimitada con lineas punteadas amarillas corresponde a la zona en que
se produjo la recombinacén. Como control se utilizé FRT19A (imagen de la izquierda), donde se induce la
recombinacion, pero no hay genes mutados. En la segunda imagen hacia la derecha, se observa el control
del fenotipo mutante de pelado (flecha roja). Sélo la versién WT permite la reversion del fenotipo de
ausencia de tricomas (flecha verde). Sin embargo, al expresar la versién mutante de Pelado (AC), no hay
reversion del fenotipo, al igual que la condicion de pelado mutante por si sola (flechas rojas). Se analizaron
al menos 5 individuos para cada caso. La barra de tamafio corresponde a 10 pm.
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DISCUSION

Pelado promueve la elongacion del pelo celular

En la Figura 13 se analizé el crecimiento del pelo en distintos tiempos del proceso: 28
horas APF, momento en que comienza a acumularse la Actina en la zona apico-distal de
cada célula; 32 horas APF, aparicion del “prehair”, y 36 horas APF, cuando el pelo esta
practicamente formado por completo (en relacién a la elongacién del pelo). La idea de
este ensayo era determinar qué proceso estaba alterado al tener pelado mutante. Para
asi explicar el fenotipo que se observa en el ala adulta: células sin pelo (Figura 9). Se
observé que a las 28 h APF, tanto en las células control como en las células mutantes, se
observa la acumulacion de Actina. Incluso, aparentemente la acumulacién de Actina es
mayor en las células mutantes comparado con las células control; esto podria deberse a
que la célula podria sensar, de alguna forma, que no estan las condiciones o requisitos
para elongar dichos centros de nucleacién. Entonces, se estaria forzando el sistema'y, de
manera andloga a lo que ocurre en las vias metabdlicas, se podria estar acumulando el
producto de la primera etapa de la formacién del pelo o tricoma. Sin embargo, esta

observacion requiere un andlisis mas profundo para determinar si dichos centros de
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nucleacidn observados son efectivamente los puntos donde posteriormente elongara el

pelo.

Este resultado, ademas, estaria indicando que la participacion de Pelado estaria siendo
directamente sobre la elongacidn de los filamentos de Actina que constituiran el tricoma,
proceso que depende esencialmente de la polimerizacidn lineal de Actina. Para resolver
con mayor profundidad esto, se podria hacer un ensayo de polimerizacion de Actina in
vitro. Para asi determinar si Pelado efectivamente es capaz de inducir la polimerizacion
lineal de Actina y cuales serian las proteinas necesarias para ello. Esta evaluacién de la
polimerizacién de Actina in vitro también permitiria determinar, al mismo tiempo, cudles

son los dominios y proteinas necesarios para ejercer dicha funcién.

De acuerdo a los resultados observados en la Figura 28, la versién de Pelado que carece
del extremo C-terminal no revierte el fenotipo de pérdida de funcion de Pelado, lo que
estaria indicando entonces, que aparentemente la actividad de Pelado para inducir la
formacioén de tricomas también es dependiente de su interaccién con otras proteinas,
hasta ahora desconocidas y probablemente dicha interaccion es dependiente del
extremo C-terminal. Sin embargo, no se puede descartar que el extremo C-terminal sea
necesario para la localizacién de Pelado, lo cual se sugiere a partir de los resultados

observados en las Figuras 30, 31y 32.
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Pelado participa en la competencia por los mondmeros de Actina, favoreciendo la

polimerizacion lineal

En la Figura 14 se evalud la posible reversion del fenotipo generado por la pérdida de
funcién de Pelado. Para ello se modificé la expresion de distintas proteinas que regulan
el citoesqueleto de Actina, en conjunto con la pérdida de funcién de Pelado. En este
punto, se determind que la ganancia de funcién de Diaphanous y de Actina son capaces
de revertir el fenotipo de pérdida de funcién de Pelado. En el caso de la ganancia de
funcién de cada una de dichas proteinas por si solas, en la zona de expresién de patch
(Ptc-Gal4), no se observaron efectos visibles sobre la formacién de los tricomas (Figura

14).

Cabe destacar que en algunos casos se observo que la reversidn del fenotipo de pérdida
de funcién de Pelado generado con la ganancia de funcién de Diaphanous no es del todo
completo (Figura 14). Esta ultima aseveracidon se basa en que algunos de los tricomas
gue logran formarse (en la zona donde antes no habia) son mas delgados comparados
con el resto, fenotipo que no se observa cuando se genera la ganancia de funcién de esta
proteina por si sola en la misma zona del ala (Figura 14). Esto podria deberse también a
una carencia de mondmeros de Actina en la zona de formacién del tricoma, los que
podrian estar capturados por Scar y entonces el nimero de filamentos de Actina que se

logran formar es menor a lo normal.
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Ademas, esto podria indicar que efectivamente Pelado no induce la degradacion de Scar
mediante la ubiquitinacion de este, sino que mas bien podria estar regulando su
actividad, inhibiéndola. Esto impediria que Scar se una a mondmeros de Actina y asi
permitiria la elongacién lineal del filamento de Actina mediante la actividad de la formina
Diaphanous. O bien, podria estar reclutando a Profilina y que esta inhiba la unién de los
monodmeros de Actina a Scar y de esta forma favorecer la polimerizacién lineal de Actina.
Por otro lado, Pelado podria estar participando en la ubiquitinacién de Scar, pero para

relocalizarlo dentro de las células epiteliales.

Entonces, por un lado, el aumento de expresién de Diaphanous podria competir con Scar
por los mondmeros de Actina y asi permitir la elongacién lineal, mientras que, en el caso
de la ganancia de funcién de Pelado, este podria unir a Scar impidiendo su asociacién a

los mondmeros de Actina.

Por otro lado, la reversién del fenotipo de pérdida de funcidén de Pelado también se
observé con la pérdida de funcién de Scar y la pérdida de funciéon de Mwh. El hecho de
gue solo con la pérdida de funcién de Scar y no de Wasp, sea posible revertir el fenotipo
de pérdida de funciéon de Pelado podria indicar que la ausencia o disminucion de
actividad de Scar durante dicho proceso es importante. Sin embargo, cabe destacar que
la pérdida de funcién de distintas subunidades del complejo Arp2/3 en combinacion con

la pérdida de funcién de Pelado también se observa una clara reversién del fenotipo
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(Anexo 1). Lo que refuerza nuevamente la idea de la competencia entre las distintas

formas de polimerizar la Actina por los mondmeros disponibles.

En el caso de la reversidn del fenotipo de pérdida de funcién de Pelado generado por la
pérdida de funcion de Mwh, esta no es completa, sino que aparece el fenotipo de
pérdida de funciéon de Mwh (mas de un pelo por célula) (Figura 14). Al respecto, cabe
recordar que Mwh es un inhibidor de la formina Diaphanous y, por ende, de la
polimerizacién lineal de Actina. Es por esto que hace sentido que, al disminuir la
expresion de un inhibidor de la polimerizacién, dicho fenédmeno ahora si se pueda

completar.

Por otro lado, al analizar el efecto de la pérdida de funcién de Diaphanous (Anexo 1) se
observa que hay una menor cantidad de pelos por area, pero también se observa la
aparicién de mas de un pelo por célula. Este efecto se debe a que Diaphanous participa
en el proceso de division celular y al disminuir su expresion, se generan alteraciones en
la citoquinesis, generdandose células con mds de un nucleo, lo que genera finalmente la
aparicién de mas de un pelo por célula (Castrillon y Wasserman, 1994). Dicho fenotipo
es bastante similar al caso de la ganancia de funcién de Scar miristoilado, proteina que

también participa en la citoquinesis celular (Figura 21) (Lu y Adler, 2013).

Entonces, considerando que: i) los niveles de Scar no cambian en condiciones de

ganancia o pérdida de funcion de Pelado ii) la ganancia de funcién/actividad de Scar no
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genera el fenotipo de ausencia de tricomas vy iii) la ganancia de funcidn de Diaphanous,
asi como la ganancia de funcidn de Actina, y la pérdida de funcién de Scar y de Mwh
generan la reversion del fenotipo, proponemos que existe una competencia por los
mondmeros de Actina, donde Pelado, mediante un mecanismo desconocido, reduciria la
interaccidon de Scar con los mondmeros de Actina y asi favoreceria la elongacidn lineal

del filamento de Actina a través de la actividad de forminas, como Diaphanous.

Por otro lado, si consideramos los resultados obtenidos tanto en la linea celular S2R+,
como en los cultivos primarios de hemocitos, la ganancia de funcién de Pelado induce la
formacion de filopodios (Anexo 2 y Figuras 22 y 23), estructuras que requieren para su
formacion de la polimerizacion lineal de Actina, lo que estaria implicando que Pelado
estimula ese tipo de polimerizacidon de Actina. Ademas, la expresién de la versién de
Pelado que carece del extremo C-terminal (AC) también es capaz de inducir la formacién
de filopodios en hemocitos, lo que indicaria que el extremo N-terminal es suficiente para
inducir la formacion de dichas estructuras. Un fenotipo similar se observa al reducir los
niveles de Scar, y por ende al reducir la actividad del complejo Arp2/3, lo que también
implica una reduccién en la polimerizaciéon ramificada de Actina. Esto, junto a los
resultados obtenidas en la formacién de tricomas, nos permite sugerir que Pelado tiene
una funcién opuesta a Scar respecto a la polimerizacién de Actina. Lo cual, reafirma la

idea de la competencia por los mondmeros de Actina.

Ademas, al observar los ensayos de reversion del fenotipo de formacién de filopodios en

124



hemocitos (Figura 24), donde se aprecia que la pérdida de funcién de proteinas como
Diaphanous, Profilina y Actina impiden la formacién de filopodios, indicarian que Pelado
favorece la polimerizacién lineal de Actina, pero no es capaz de ejercer dicha funcién por
si sola, si no que requiere de la participacion de otras proteinas, como las ya
mencionadas. También seria interesante evaluar qué ocurre en condiciones de pérdida
de funcién de Pelado al expresar la version constitutivamente activa de Cdc42 (Figura
23), que induce la formacién de filopodios (Leung y cols., 1998) para asi determinar la

importancia o esencialidad de Pelado en dicho contexto.

Por el contrario, cuando se genera la pérdida de funcién de Pelado en hemocitos, se
observa un cambio en la estructura celular, las células estdn mds redondas v,
aparentemente, menos adheridas a la superficie de cultivo. Ademas, se observa un
aumento en la formacién de ruffles (Anexo 7), cuya formacidon requiere de la
polimerizacién ramificada de Actina. Respecto de la estructura celular en hemocitos de
células mutantes para pelado, donde se observé una reduccién del area de adhesion en
el caso de las células mutantes (Figuras 25y 27) y la reversion de dicho fenotipo mediante
la ganancia de funcién de Diaphanous, de Actina de Pelado WT y AC, asi como con la
pérdida de funcién de Scar, estarian indicando que los procesos que ocurren en el
citoesqueleto de Actina para favorecer la adhesién celular serian similares a los
mecanismos de formacién de filopodios y por ello es posible rescatar dicho fenotipo con

ambas versiones de Pelado, proceso que también es dependiente de la polimerizacién

125



lineal de Actina (Parsons y cols., 2010). Aunque, no podemos descartar que haya alguna

interaccidn con otras proteinas, como integrinas u otras moléculas de adhesion.

Aunque podria ser cuestionable utilizar la presencia de Facina como Unico marcador de
filopodios, debido a que dichas estructuras también se caracterizan por una alta
dinamica, hecho que no fue posible determinar en el caso de la ganancia de funcién de
las distintas versiones de Pelado en hemocitos. No obstante, las estructuras que se
forman en las condiciones de ganancia de funcién de las distintas versiones de Pelado
son estructuras constituidas principalmente por filamentos lineales de Actina, por lo

tanto si podemos concluir que inducen ese tipo particular de polimerizacion.

Pelado vy su potencial funcién como componente de complejo ubiquitin ligasa

Debido a que la pérdida de funcidn de Scar es capaz de revertir el fenotipo de pérdida
de funciéon de Pelado, y se sabe que EBAX-1, el ortélogo de Pelado en C. elegans, forma
parte de un complejo ubiquitin ligasa que envia las proteinas blanco a degradacién por
el proteasoma. Entonces, una opcion posible era que Pelado tuviera la misma funcién
qgue EBAX-1y un potencial blanco a ser degradado fuera Scar. De hecho, se observé que
ambas proteinas, Scar y Pelado, forman parte del mismo complejo molecular (Figura 16).
Sin embargo, al analizar si la ganancia o pérdida de funcién de Pelado generan
alteraciones en los niveles de Scar, mediante distintas estrategias, no se observaron
diferencias significativas respecto de los controles correspondientes (Figuras 18, 19y 20;

Anexos 3 y 8). Ademads, también se evalud la posible acumulacién de Scar al inhibir el
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proteosoma, mediante el uso de MG132, pero tampoco se observaron diferencias

significativas en los niveles de Scar, respecto del control (Anexo 8).

En base a los resultados mencionados, se podria proponer que Pelado tiene una funciéon
distinta en Drosophila melanogaster. No obstante, el hecho de que ambas proteinas
formen parte del mismo complejo molecular podria indicar que Pelado podria estar
inhibiendo la actividad de Scar, o bien, Pelado efectivamente podria formar parte de un
complejo ubiquitin ligasa donde reconoce y se une a Scar para ubiquitinarlo y de esta
forma regular su actividad o localizacién celular, como se ha descrito para otras proteinas
(Petroski y Deshaies, 2005; Kaiser y cols., 2000). Al respecto, se traté de evaluar la
localizacién de Scar en distintas condiciones de expresién de Pelado, pero tampoco se
vieron diferencias (Anexo 4). Sin embargo, estos resultados no son concluyentes, dado
gue pudo haber sido un problema de resolucién simplemente y no fuimos capaces de

observar una alteracion leve en los niveles o localizacidon de Scar.

No obstante, tampoco podemos descartar que efectivamente Pelado cumpla una
funcién formando un complejo ubiquitin ligasa, pero que no sea Scar uno de los blancos
reconocidos por Pelado para enviar a degradacidon por el proteasoma. Esto también

podria estar ocurriendo en otro contexto celular.

Se podria sugerir, entonces, que Pelado podria tener dos funciones, dependientes del
contexto celular: una regulando el citoesqueleto de Actina y otra como componente de

un complejo ubiquitin ligasa. Respecto de esto, el mutante AC cumpliria la funcién sobre
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el citoesqueleto de Actina, pero no para formar parte del complejo ubiquitin ligasa.

Pelado como potencial scaffold regulador del citoesqueleto de Actina

Como se menciond previamente, se ha descrito que la funcidn de la formina Diaphanous
estd asociada a Profilina (Suarez y cols., 2015), donde esta ultima actuaria estimulando
la actividad de Diaphanous, a través de su interaccién con los mondémeros de Actina y
generando una especie de lanzadera de dichos mondmeros hacia la formina,
aumentando asi la concentracidon efectiva de mondmeros de Actina y con ello, la
eficiencia de polimerizacion mediada por Diaphanous. Por otro lado, también se ha
descrito que Profilina podria competir por los monémeros de Actina, favoreciendo la
polimerizacién lineal en desmedro de la ramificada (Suarez y cols., 2015). En
consecuencia con lo sefialado, se evalud si la ganancia de funcién de Profilina pudiera
producir también un rescate del fenotipo de ausencia de tricomas en los animales
deficientes en Pelado. Se utilizé la ganancia de funcién de Profilina con un promotor
interno (otu), que también permite la expresidn en las alas, pero en bajos niveles. A pesar
de ello, se observod la reversion del fenotipo con dicha ganancia de funcidn de Profilina
(Chic) (Anexo 1). Sin embargo, cuando se genera la pérdida de funcién de Profilina, no se
observa una alteracién en la formacion de tricomas, pero en algunas células se observa
la aparicién de dos pelos por célula, los que también son mas pequefios que el resto y
aun mas curioso, es el hecho que la pérdida de funcién de esta proteina en combinacién

con la pérdida de funcién de Pelado atenua el fenotipo de ausencia de tricomas, lo cual
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podria deberse a una dilucién de la funcién de Dicer en este caso o mecanismos
compensatorios que pudieran involucrar a Diaphanous mismo o a la actividad de

polimerizacidn ramificada, por ejemplo reduciendo la actividad de Scar o Arp2/3.

Cabe destacar también, que considerando a Pelado como un scaffold que favorece la
polimerizacién lineal, haciendo el proceso de formacién del pelo mas eficiente
(necesario, porque tiene que ocurrir en un tiempo definido del desarrollo de D.
melanogaster). Esto explicaria porqué el fenotipo de pelado mutante, generado en
mosaicos celulares, es menor cuando dichas moscas crecen a menor temperatura, como
18°C (Anexo 5), ya que como a dicha temperatura todos los procesos ocurren de manera
mas lenta y por ende se reduce la importancia de proteinas que funcionan como
scaffolds moleculares (o catalizadores, de cierta forma), cuya funcién es justamente

acelerar los procesos o vias de sefializacidn en las que participan.

Entonces, considerando en conjunto los resultados obtenidos se puede especular que la
funcién de Pelado aparentemente es favorecer la polimerizacién lineal de Actina,
mediante la formina Diaphanous durante la formacion del pelo, o bien que Pelado inhibe
la actividad de Scar y de esta forma favoreceria la polimerizacién lineal de Actina
mediada por Diaphanous, o ambas. En el primer caso, esto estaria ocurriendo mediante
el reclutamiento de Profilina, que se ha descrito como uno de los competidores por
mondmeros de Actina que favorece la polimerizacidn lineal. Este reclutamiento estaria

mediado por el dominio FH1 presente en Pelado y que se ha descrito en la formina
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Diaphanous, y otras proteinas, como un dominio de unién a Profilina (Faix y Grosse,
2006). Por ejemplo, también se ha descrito que Profilina es inactivada al interactuar con
fosfolipidos de membrana (Lu y cols., 1996; Krishnan y Moens, 2009). Por lo tanto, es
probable que Pelado esté actuando para bloquear dicha inhibicién al interactuar con
Profilina y de esta forma evitar la interaccidon con fosfolipidos y asi, se favoreceria su

actividad y por ende, la polimerizacién lineal de Actina en la cercania de la membrana.

Para confirmar si este ultimo mecanismo propuesto es el responsable del fenotipo, se
evalué la interaccién entre Pelado y Profilina mediante ensayos de inmunoprecipitacion.
Sin embargo, dicha interaccién no fue concluyente debido a que no se observé en todos
los ensayos realizados (Figura 29). Esto ultimo podria deberse a que la interaccién podria
no ser directa, ya que se ha descrito por ejemplo, que Scar forma complejos con
Diaphanous y el complejo Arp2/3 (Beli y cols., 2008), lo que indicaria que Pelado se
podria estar uniendo directamente a Scar y de manera indirecta a otras proteinas como

Diaphanous y Profilina.

Ahora bien, si Pelado efectivamente forma parte de un complejo multiproteico cuya
funcién principal seria regular la dindmica del citoesqueleto de Actina, uno podria
especular que podria funcionar como una especie de switch molecular, facilitando la
polimerizacién lineal o ramificada de Actina, dependiendo del contexto celular. Dicha
funcidn seria analoga a la descrita para algunos complejos multiproteicos que regulan la

expresion génica, como por ejemplo el complejo Polycomb, que dependiendo de su
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estado, puede actuar tanto como activador o como represor de la expresién génica
(Margueron y Reinberg, 2011). Esto se sugiere debido a que entre las proteinas que
observamos como parte del complejo molecular aparecen tanto proteinas que inducen
la polimerizacién lineal de Actina, como también algunas que inducen la polimerizacién

ramificada de esta.

Pelado tendria un control temporal en el proceso de formacién del pelo en Drosophila

melanogaster

Al analizar la localizacién de las distintas versiones de Pelado en el ala pupal a distintos
tiempos durante la formacién del pelo, se observaron pocas y sutiles diferencias. Por
ejemplo, a 61 h APF, se observa que la mutante que carece del extremo C-terminal tiene
una menor seiial, al analizar los niveles del tag HA. Esto podria indicar que la versién AC
se podria estar degradando rapidamente y por eso no rescata el fenotipo pelado
analizado en la Figura 28, lo que indicaria que la formacién del pelo requiere de una
concentracion apropiada de Pelado. Esta idea se refuerza al observar la presencia de una
sefial punteada para dicho tag, en la version AC y que no se observa en el caso de la
versiéon silvestre (WT), lo que podria sugerir que dicha version AC podria estar

acumuldndose en vesiculas, para ser degradadas, o bien excretadas por la célula.

De acuerdo a las vias descritas que estdn involucradas en el proceso de formacion del

tricoma en Drosophila melanogaster, podemos decir que hay 2 procesos esenciales que
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deben ser estrictamente regulados para permitir la correcta formacién de dicha

estructura: la localizacidn asimétrica de proteinas y la temporalidad de ocurrencia.

Dicha localizacién y temporalidad son claves para permitir la nucleacion y elongacién de
los filamentos de Actina en la zona apico-distal de las células epiteliales del ala. De
acuerdo a lo descrito en la presente tesis, Pelado no regula la localizacidn asimétrica,
dado que no se observaron los clasicos fenotipos que afectan la polaridad del tricoma.
Entonces, Pelado estaria regulando la temporalidad del proceso, mediante mecanismos
gue no estan del todo claros, pero que requiere del extremo C-terminal de Pelado,
probablemente porque involucra la interacciéon con otros factores en el proceso de

formacién del tricoma.

Respecto de esto, Pelado podria estar siendo regulado por la via Ovo/Svb, dado que, de
acuerdo a los resultados obtenidos y presentados aqui, seria la via en la que mejor
encaja. Esto, porque podria ser un gen blanco de dicho factor transcripcional. Se buscé
si el gen pelado contiene, en su zona promotora, la secuencia blanco descrita para el
factor transcripcional Shavenbaby (ACAGTTA), y efectivamente esta presente (al igual
gue en shavenoid), lo que fortalece esta idea. Ademas, se han visto fenotipos similares a
los de pelado en la pérdida de funcién de otros genes blanco de Svb, como shavenoid y
grainy head (Lee y Adler, 2004; Ren y cols., 2005). Por ello, seria interesante evaluar la

posible interaccidn o epistasis de Pelado con las proteinas codificadas por dichos genes.
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Por otro lado, también se ha descrito que el inicio de la formacién del tricoma es
regulado, al menos indirectamente, por la cascada de ecdisona (Ren y cols., 2005), por
lo que seria interesante también evaluar si Pelado seria un gen que responde a dicha

sefializacion hormonal.

Por otro lado, también es interesante mencionar que en varias oportunidades se observo
la formacion de pelos mds pequefios en células que tienen pelado mutante, o bien en
células que expresan el RNA interferente contra dicho gen. Esto se podria deber en el
ultimo caso a que eficiencia del RNA interferente no sea éptima, pero también a la
diferencia en los niveles de expresién del interferente con el mismo driver, ya que por
ejemplo, en el Anexo 15 se observa, mediante el uso del marcador GFP, que los niveles
de expresién de dicho transgen no son los mismos en todas las células que pertencen a
dicha zona. Por otro lado, si Pelado efectivamente es una proteina scaffold, que
participaria haciendo el proceso de formacion del pelo mas eficiente, entonces es
probable que en algunos casos, al estar el resto de las proteinas que se requieren para
la formacion del tricoma (como Diaphanous y Profilina), estas alcancen los niveles
necesarios en algunas células lo que permitiria al menos comenzar la formacién del
tricoma, proceso que, al no ser eficiente, no se alcanzaria a completar y por ende se
obtendria la formacidén de pelos de menor tamafio a lo normal. Esto corroboraria la idea

de que Pelado estaria regulando la temporalidad de la formacién del pelo.
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Letalidad embrionaria en condiciones de pelado mutante

Es bien sabido que durante la embriogenesis, el citoesqueleto de Actina cortical cumple
un rol esencial. Por ejemplo, durante la invaginacién de membranas en la etapa sincicial
del embridén, en la formacién del surco metafasico, la celularizacidn y la formacion de las
células del polo, entre otros procesos (Afshar y cols., 2000; GroBhans y cols., 2005). Por
lo tanto, no es de extrafiar que un mutante en el organismo completo para un gen
regulador del citoesqueleto de Actina, como pelado, llegue a ser letal. De hecho, cabe
destacar que los maximos niveles de expresion de pelado en Drosophila melanogaster

ocurren en la etapa embrionaria (www.flybase.org).
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CONCLUSIONES

> Pelado es importante para inducir la elongacién lineal de Actina durante la
formacion del pelo en D. melanogaster.

> Pelado induce la polimerizacion lineal de Actina en hemocitos formando
estructuras de tipo filopodio. Dicho proceso ocurre mediante la participacion de
otras proteinas como Diaphanous y Profilina.

> Para cumplir dicha funcién, el extremo C-terminal no es esencial, dado que ambas
versiones que se tienen disponibles de Pelado (WT y AC), inducen Ia
polimerizacién lineal de actina, evidenciado por la formacién de estructuras de
tipo filopodio, en hemocitos.

> En las células epiteliales el extremo C-terminal es esencial para cumplir su funcién
durante la formacién del pelo o tricoma, probablemente mediante la interaccién
con otras proteinas que regulan el proceso de elongacidn del pelo o tricoma,

como Diaphanous, Profilina y Mwh.

> Los procesos previamente descritos dependen también de la disponibilidad de
monodmeros de Actina. Lo que sugeriria podria participar en la competencia por

dichos mondmeros.
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ANEXOS

PtcG4, Dcr2, PldolR

UAS Pldo

Anexo 1: Fenotipo alas adultas. Estas imagenes
son representativas de 20 alas por genotipo
(10 alas de hembras y 10 alas de machos), y
fueron tomadas con un aumento de 40x; n = 3.
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Pido dsRNA Pldo GOF

65 Anexo 2: Fenotipo células S2R+. Los
- filamentos de Actina se marcaron con
g * faloidina unida a rodamina (en rojo) y el
g . . . . nucleo con DAPI (en azul). LOF indica
3 i v pérdida de funcion (del inglés, Loss of
= . —— j‘? function) y GOF indica ganancia de funciéon
§ ¢ . 4 = - (del inglés, Gain of function). A partir de
2 b b * j__r_ estas imagenes se cuantificp el porcentaje
3 _J._,—L % de c[elulas con m[as de 3 proyecciones de
& ¢ . : tipo filopodio. Se cuantificaron al menos 20

0 - - - - - células en cada caso, n= 3. Como analisis
estadistico se utilizé One-Way ANOVA, P <
= 0,05. Tukey post test.
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Scar Ph DAPI GFP

CTF18

PldoA, F19

Anexo 3: Evaluacion niveles Scar en condiciones de pelado mutante en discos imaginales de ala, en
comparacioén con las células silvestres que rodean los parches mutantes. No se observaron diferencias
significativas.

A) 30 h APF

B) 30 h APF

Anexo 4: Localizacién de Scar en distintos contextos genéticos. A) condicion silvestre, 30 horas APF.
B)Expresion del interferente de Pelado en la zona Patch (marcado en verde con GFP), 30 horas APF.
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Anexo 5: Generacion de clones pelado a distinta temperatura. Luego de realizar el heat shock a 37°C, que
induce la expresiéon de la flipasa, los distintos tubos se mantuvieron a distinta temperatura, hasta que
llegaran a adultos.
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Pido-MA WY

Anexo 6. Localizacion HA en hemocitos. Este andlisis se realizé a 18°C. En rojo estd la marca de Faloidina y
en verde la marca de HA. Se observa que en estas condiciones, aparentemente la carencia del extremo C-
terminal induce mayor formacion de filopodios en comparacién con la expresion de la proteina silvestre.
La barra de tamafio corresponde a 5 um.

Cg-Gald Cg>der2 pldo

OS5% con rulfles 69% con ruffles

28 8% del

penmetro

14% del
perimetro

Anexo 7: Fenotipo pérdida de funcidn de Pelado en hemocitos. Comparacion entre hemocitos silvestres
(panel izquierdo) y aquellos que expresan un RNA interferente contra pelado (panel derecho).
Cuantificaciones realizadas por Glavic et al.
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Anexo 8: Niveles de Scar al bloquear proteasoma. CT corresponde a células que no sobreexpresan ningun
plasmidio. Jbug corresponde a células que sobreexpresan la proteina Jitterbug unida al tag HA. Pldo
corresponde a células que sobreexpresan Pelado unido al tag HA. En la parte inferior se indica si fueron o
no tratadas con el inhibidor MG132. Se utilizé la evaluacién de los niveles de p53 como control, ya que
esta ampliamente descrito que esta proteina es degradada por el proteasoma.
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Ph HA Scar Merge

Pldo AC M3 Pldo AC M1 Pldo WT M7 Pldo WT M4

Pldo AC M8

Anexo 9: Evaluacién codistribucién sefiales HA, Scar y Actina en hemocitos que expresan distintas
versiones de Pelado. Se utilizaron distintas lineas para cada version de Pelado. Para este experimento se
mantuvieron los individuos a 18°C, para asi reducir sus niveles de expresion. La barra de tamano
corresponde a 10 pm.
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Anexo 10: Evaluacién de reversidn del fenotipo mutante de pelado en alas adultas, expresando distintos
componentes previamente analizados como Diaphanous, Actina y pérdida de funciéon de Scar. En la
mayoria de los casos analizados se observa que la reversidn del fenotipo no es del todo completa, pero si
se observa que el drea con fenotipo es considerablemente mds reducido en comparacién con el mutante
por si solo. La barra de tamafio corresponde a 100 um.
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Anexo 11: Evaluacién de la localizacion de Mwh en condiciones de pelado mutante. Las lineas punteadas
encierran a células mutantes mientras el resto son células silvestres. No se observan mayores diferencias,
tanto en apical como en basal. La barra de tamafo corresponde a 10 um.
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Anexo 12: Cuantificaciéon donde se muestra el porcentaje de células que forman filopodios en las distintas
lineas de moscas que expresan Pelado mutante, que carece del extremo C-terminal (AC) y de las distintas
versiones silvestre de Pelado (WT). Cabe destacar que, en este caso, todas las lineas analizadas poseen el
transgen en heterocigosis.
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N° pelos por area
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Anexo 13: Comparacién en la cuantificacion de nimero de pelos por area entre machos y hembras,

expresando cada transgen en la zona patch del ala.
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Anexo 14: Comparacién en la cuantificacion de nimero de pelos por area entre machos y hembras,
expresando cada transgen junto a la pérdida de funcion de pelado en la zona patch del ala.
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GFP Merge

Anexo 15: Zona de expresion del driver Patch (Ptc Gal4). Como se observa en la figura, la zona de expresién
de Patch comprende la zona que esta entre las venas L3 Y L4 del ala. Dicha zona se observa mediante el
uso del marcador GFP. En paralelo se estd expresando el RNA interferente de Pelado. La expresion de GFP
no es homogénea en dicha zona, observandose claramente algunas zonas donde el verde de GFP es mas
intenso, lo que indica que esa zona tiene una mayor expresion del transgen y coincide con la zona la zona
donde el fenotipo de pérdida de funcién de Pelado es mayor. Esto explica porqué en las distintas alas
adultas analizadas el fenotipo no es homogéneo, observandose que incluso en algunas células el pelo se
forma, a pesar de estar en la zona de expresién de Patch.

A) B)

638>EP631 638>EP631, CG32556-RAi

Anexo 16: A) Fenotipo generado por EP631 y B) reversidon observada con el RNA interferente contra
CG32556 (chascon).
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