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Resumen:

En nuestro laboratorio estamos |nteresados en !os procesos moleculares que

dlstnbucnon dentro > :
de alta concentraci ecen correlacnonar con las reglones del embrlon enlas™

que hay mayor prolufe acnon' celular



Introduccion

El mosquito como modelo experimental.

Biologia basica de los mosquitos transmisores de la malaria

La malaria es la enfermedad tropical de mayor importancia clinica. Esta es
causada principalmente por los protozoarios Plasmodium falciparum y P.
vivax los cuales son responsables de aproxumadamente 1, 000 000 de muertes

anuales, prmcnpalmente en'palses en desarrollo




mas mformacnon a nivel epudemlologxco y poblacconal tanto del mosqunto como

me/anogaster Para pode hace preguntas relevantes acerca de estos

orgamsmos es necesarlo conocer algunos detalles relacxo »dos con el. caclo de

vida y la biologia bésica tanto de los mosgquitos a,nofehnos como'de D

melanogaster.
Ciclo de vida de los mosquitos anofelinos

Los huevos-
Los huevos de los anofelinos son depositados por la hembra en la superficie del

agua y flotan gracias a unas estructuras llamadas flotadores, éstas e'structUras
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permiten la identificacion de la especie a la"du'é fb'erteneCen Los huevos se
depositan durante el vuelo o cuando la hembra reposa cerca de la supemcne del

agua. Una hembra es capaz de poner de ‘

sanguinea. A una temperatura de 25 a 30°C los hue /08 tardan-en eclos:onar de

2 ad3dias, a temperaturas mas bajas el proceso de embnogenescs se. alarga

Los huevos de alguna‘sgspe‘mes soportan desecacion tot

Esta fase del desarrollo,dura de 2'a 3 dias Por Io general Ias pupas macho son

mas pequenas que las hembras



Los adultos.-
Los mosquitos anofe!es machos se dlsnnguen de Ias hembras porque tnenen

pe!os en las antenas mas largos que la \ 'bras (los mosquntos machos tlenen

“blgotes”) Las hembras se diferencian de otra especnes de mosquxtos porque

tlenen los'paipos‘rcas an grandes

hembras tamb)en se ahmentan de estos flundos sm embargo. requueren de una

ingestion’ sangumea para e desarrollo de cada lote de huevos En algunas



especies es necesario dos ingestiones de sangre para que se pueda iniciar el

desarrollo del primer lote de huevos.

E! ciclo gonadotréfico v de postura -

El ciclo de postura no sdlo mcluye al ciclo’gonadotréfico sino. tambten al penodo

en el que la hembra encuentra u dero decuado 'y.pol e Ios huevos' as»

como el tiempo que la hembra ten

la generacxon de conoc:m)ento basnco en esta area mﬂuye de mane a dramanca




en nuestra perspectiva con respecto al problema mosquito-humano-

Plasmodium.

Las principales areas en las qu 0C |a Molecular en el

conocimiento de fa blologla géneral del mosqu:to son las s:gu«emes

Clasificacion.-

Desde hace mucho tlempo se ‘sospechaba gue en las poblaciones de mosqu;to

anofelinos existian especnes snmpatrlcas C c I _gu;ple ¢'uya's

cnpt;cas de mosqu:tos es e ! ncnal para estudlos epldemlo‘ g os‘y programas



de control. Las metodologias antes mencionadas no excluyen sino

complementan a los métodos tradicionales de taxonomia de estos organismos.

Genética.-

Hasta hace muy poco tiempo no exlsna nada establecndo sobre la genetlca enk

general de los mosqu;tos las razones basscas de esta deficiencia eran la”

malaria?0, de forma que podamos selecmonar mosqustos que carezcan de estos

caracteres.



Mosquitos Transgénicos.-

Una vez conociendo los factores. genetlco 5y moleculares que mterwenen en la

a y con ando con un s:stema eﬂcxente

refractividad a la transmision de«la m la

23, 24, 25 (cosa que alin no existe. ya que

de transformacion en mosquitos2!.



Porgue estudiar a Jos mosquitos anofelinos

Por todas las razones antes expuestas es evidente que el estud»o de la onlogua

(anof hnos)

Molecular de Ios mosquttos en general y de los vectores de malar

en pamcular' tlene una gran relevanma tanto a nsvel basico’'como: aphcado» En :




nosotros proponemos come una alternativa y complemento para estudiar in vivo

los genes aislados de mosquitos anofelinos a la mosca de la fruta Drosophila

melanogaster ya que este organismo ademds de ser Un diptero, c}:{s el
organismo metazoario mejor caractenzado tanto a:niv ologia de |
Desarrollo como de Genet:ca Molecular Por esta razon presentare una‘
descripcion de la bxologxa de D melanogaster con la fmah d '

ventajas que presenta como modelo expenmemal

Drosophila melanogaster:

Drosophila melanogaster como modelo experimental

Drosophila melanogaster es un diptero y por lo tanto comparte muchas de las ‘
caracteristicas del desarrollo de An. gambiaze. : :

Las Drosophilas en la naturaleza se ahmentan de Ievaduras que crecen

A nivel expenmental, las. ventajas que presenta D melanogaster la hacen un

modelo extraordmano
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a facilidad de cultivo permite tener grandes cantidades de moscas en el
laboratorio y de mantener muchas lineas de mutantes distintas®?. Unok'de los
atractivos mas relevantes de este organismo es que su genética esta '
perfectamente establecida y se cuenta con catalogos detallados de mutaciones
mapeadas fisicamente en cromosomas politénicos, de manera que el geneoma
esta saturado de éstas®? . Drosophila genera cromosomas politénicos muy
grandes y con una morfologia muy definida lo cual los hace ideales para hacer
experimentos de citogenética en donde se ven cambios en los patrones de
bandeo de los cromosomas causadas por mutaciones (por ejemplo rearreglos) .
Los cromosomas pohtémcos tambsen son 1deales para realizar experimentos de

hibridacién in situ lo que perm»te mapear la locahzacnén cromosomlca del gen

de interés sin la necesndad de hacer un anéhsns gen”etlco detallado

12



B Ovario C Ovariolo

-

Germatio H

Capa peritoneal

Ceps peritoneal
Pe P Musculo

Ovariolos Membrana basai

E Hueve
Apendices dorsales

{Nucteo) Polo posterior

elulas fronterizas

Flig. 1- A} Relacidn y notacion standard de las células generadas por una célula germinal en una camara de
hueve, solo las células numeradas 1y 2 tiene capacidad de convertirse en huevo (no se sabe como deciden
cual va a ser), las otras 15 se conviarten en células nodriza, B) Anatomfa de! ovario. C) Esquema de un
ovariolo. Notese las distintas etapas en la construccion da un huevo (los estadios més tlempranos se: @
encusntran en Ja parte suparior , que correponde a la zana mas anterior de ovario.) D) CAmara de hueve -
tardia (estadfo 10). La célula que va a dar origen al hueva ya es mutho mas grande que las nodrizas y las
células foliculates ya astan recubriéndala. ) Huevo maduro listo para fa fecundacidn, las estructruas - |
exterioras estan hechas de cofion y fueron secretadas por las céiulas foliculares que son de origen materno.
(Tomado de * The Develapemento dbrosophila melanogaster Michas! Bate and Alfonsc martinez Arlas .
Cold spring Harbor Laboratory Press. 1993. S R S ; :
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Gracias a las caracteristicas mencionadas arriba, D. melanogaster cuenta con

los mejores mapas genetncos fisicos y de encadenamnento genettco que ex:sten

para cuaiquuer metazoano32

generara a'un a

ahmenracaon entra en una etapa de vagabundeo:que antecede la entrada al -* v

periodo de pu

El proceso de pupac»on es. reversxble en‘sus pnmeras etapas antes de que el

pupario (tegumento extenor de !a 1arva) se endurezca 51 la larva es molestada )

14



severamente en este penodo es capaz de actlvarse nuevamente vagabundea

almacenar alrededor de 1000 espermatozo:des por varias. semanas.. ’

15



La ovogénesis comienza cuando la hembra esta bien alimentada y su

mantemmcento depende de la dnspombmdad de ahmento Antes de que

com;ence el proceso de ovogenesus Ios ovanos son pequenos e indiferenciados,

pero una vez: comenzada esta los o, ecen y pueden llegar a pesar la

mstad de la masa dela hembra (una hembra en prbduccyon pesa ¢l doble que un

macho)a1

Ovogénesis
La ovogénesis es uno de los procesos bnologlcos mas fascmantes que existen.

La célula que va a dar ongen al huevo sufre u a sen de modificaciones

extraordinarias que tienen como fm ummo/la fecundacnon Es en esta etapa,
cuando el ovocito ha sido determlna nd omlenza el establecimiento de

patrones de desarrollo y la construccuén’.de' un organnsmo multicelular. Se podria

decir que el desarrollo de unbrgamsm c za éstrictamente conla

ovogénesis. Los pasos relat« amente ‘simples del comxenzo de la ovogenesrs o

nos permxten enfocar nuestros esfuerzos para comprender lo que se podna

interaccion celular distinta a todos | demast» pdos33 st




Al ver un proceso cuya importancia es tan grande, tan complejo y rico, no es de
sorprender el interés que el fendmeno de la ovogénesis ha causado siempre a

los bidlogos.

Anatomia del ovario.-

Para poder preguntarnos que es lo que pasa durante la ovogénesis es:necesario

de huevos en dlstmtas etapas de desarrollo Cada una de estas camaras estan

17



recubientas por células foliculares y estan mterconectadas entre si por celulas

interfoliculares (Fig. 1D) Cada camara de huevos que ha sal:do del germano

con su nucleo

esta consm "‘da"po '3 trpos dnstmtos de celulas, el vocrt

y de (J“‘oleyec.’vp‘te,ros34

El desarrollo temprano del embrion.

El desarrono emprar del embno de: D melanogaster es uno de los

fenomenos buologscos mejor descritos.: A contmuacuon se presenta un ustado de ,

los eventos mas It le Ve 'ntes en el embrson de D melanogasrer desde que es

fecundado hasta el termnno de la gastrulac»on

18



Fig. 2.- Desarrollo ‘embrionario de D.
melanogaster: La embrlogeneSIS
comienza cuando el nticleo del huevo
fertilizado’ comlenz a dividirse en ‘13
divisiones rap'das onicas (etapa:
1-4): La mayorla’de os-. uCIeos aS|

etapa alg‘unas‘
polo posteri’o‘r: ‘

zona que va'a dar “origen;;
(procefalo pro)ly se form

: as\.m m_,‘,,—‘-.ma;-_, gy
e
T

delimitan .los’
parasement:

Atlas of Drosoph/la Iopement ‘Co
sprin Harbor’ Laboratory Press




Una vez fecundado dentro del oviducto, el nucleo del ovocito que se encuentra

en metafase | termina la meiosis y los dos pronucleos se fusionan. Una vez

fecundado el embrion, es ovoposntado y su nucleo comaenza una sene de

que se llam a be

Durante estas ‘etapas el.numero de:células aumenta y.se rednstnbuyen en tres

capas. Es emonces uand se forman los surcos parasegmentales y se




determina los segmentos de la larva y se generan jos discos imagales quedando

asi definidos los domlmos de los organos adultcrs35 Todo el proceso de

embriogénesis dura aproxrmadameme 20 hrs y culmma con la eclosron de una

larva de primer “instar" que contmua el cnclo

Antecedentes:

Como ya mencionamos antes uno de los mtereses basucos de nuestro

laboratorio consiste en explicar a mvel molecular al‘ 'uno de Ios eventos que

suceden durante la ovogénesis en los dxpteros y cuales son Ias moleculas que
intervienen en este proceso. ‘

La estrategia tradicional para |dentmcar un’ gen relevante para un proceso dado

consiste en encontrar una fUﬂClOﬂ ' a >

seleccron es estnctamente vrsual“ Io que smphca muchas horas hombre de

trabajo (fuerza bruta)

21



Gracias al avance de técnicas moleculares es posuble aislar genes relevantes

mediante el uso de una logica inversa a( proceso descnto ‘en el parrafo antenor.

es decir primero aislar un gen que pudlera ser relen ’nte para un proceso y‘

despues preguntarse cual es su funcnén y relevancia.( fenotipo).-El proceso de

embargo, esta estrategia es una alternativa a la "Genetlca Dlre a

Entre las diversas estrategias que se siguen en nuestro laboratono ecndlmos

intentar aislar genes relevantes en la ovogenesrs utlllzando un enf ’q : de
"Genética Reversa" de los procesos de maduracuon del ovano Yy ovogenesxs en:’
dipteros. Siguiendo la logica antes mencxonada se hlZO un "T ’ml

Diferencial". Este enfoque nos parecao pamcularmente adecuado ya que es .- ‘

embargo nunca es pamcularmente bundante (Flg 3) Esta clon, fue ;

denommada Clona 3 (03) ‘se secuencro y se encontro que contenla un cDNA

22



OHM

1,100 b

800 b

Fig. 3.- Northern blot utilizando como sonda al cDNA de ¢3 de
An. gambiae. RNA total de ovario (O}, hembras sin ovario (H) y-
machos (M), observese que el transcrito se encuentra mucho mas.
enriquecido en el ovario con respecto.al resto del mosquito..B)::;
Como control de la‘cantidad de RNA cargado en el gel'se utllrzo el
mismo filtro 0 hibridado con otro ¢cDNA inespecifico
obtenido en el amozadq‘drfencnal en el que se obtuvo el transcnto
de c3: La: hlbndacro ‘se llevo a cabo en condiciones de’ alta
astnngencua (50% formamldafa 42°C) o
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completo que codifica para una proteina muy basica de 269 aminoécidos (aa.)

de los cuales el 20% son basncos (33 Lnslnas y15 Arglnmas) LS

seré discutido mas adelante)

Obijetivos: L ) ‘ ‘
El objetivo general de este trabajo fue la caracterizacion funcional del gen c3 de

An. gambiae y D. melanogaster.

Por las razones de indole metodoléglco que se mencr naro en I troduccnon

todos los andlisis in toto asf como la mayor parte: de la extracc:on de matena!

biolégico fueron llevados a cabo en D. melanogaster.

Objetivos Particulares:
}) Determinacion de ja estructura genémica y regulacion del gen c3:

A) Aislamiento de la clona gendmica de ¢3 de An. gambiae.

B) Identificacion y secuenciacion del extremo 5' regulatorio.

C) ldentificacion del sitio de inicio de la transcripcion mediante un ensayo
de primer extention.

D) Cuantificacién de la transcripciéon de c3 en distintas fases del desarrollo
larvario de D. melanogaster.

) Andlisis de homologia de c3.
A) Alineamiento multiple de las secuencvas pepndlcas de c3 Vs homologos
de diversos organismos (de levadura a. mamlferos) Y :

B) Alineamiento de las secuencias peptldlcas de 03 de D me/anogaster vs
An. gambiae.

24



ith) Caracterizacion de la expresion y localizacion del producto de c3 el
desarrollo D, melanogaster .

A) Clonacidn de la region codificadora del gen ¢3 en el vector de expresién
pGEX1.

B) Purificacion de la proteina de fusion y produccidn de anticuerpos anti-c3.
C) Western blot de los distintos estadios larvarios. ~

D) Inmunocitoquimica de ovarios enteros.

e) Inmunocitoquimica de embriones enteros.

Materiales y métodos:
Medios

Los embriones de D. melanogaster fueron colectados en el sngucente medio
(Uva)4s: : ;

500 mi Boing de Uva
596 ml HoO. - oo o
249 a Bac:to Agar

Nipagin® So icion.
(fungicida’ para Drosophlla )
25ml - H20
475 ml Etanol -
50¢g - Nlpagm

25



Métodos:

En este trabajo se utilizo la linea de D. me/anogaster "oregon“ y la de An.
gambiae “suococo”. . ;

" Todas las enzimas de restriccién usadas en este trabajo fueron comercuales y se
utilizaron de acuerdo a las indicaciones del proveedor. )

Purificacion de RNA: el RNA total se extrajo en todos los cas ¥
protocolo de Chomezynski et al (1987) 37 e

buffer de boratos. El RNA se separo segln’su pe
desnaturalizantes de garosa con formaldehrdo

(Hybond N+, Amersham) ,
La sondas se marcaron con diversos juegos "Kltr
las instrucciones que venian incluidas enellos.
Las sondas se hibridaron con los &cidos nucleucos de acuerdo al protocolo de
Sambrook et al.38 L :

Hibridaciones en colonia:

Contamos con una biblioteca de cDNA de ovano de An gamblae constru»da en
el vector lambda Zap y con una biblioteca geneomnca ‘construida’‘'en lambda
Dash, estas se usaron para infectar bacterias de las cepas Sure'y, p2392 :
respectivamente. La transferencia de las colonias se hizo'en ﬂltros de:;

Con la intencidén de e}"(p‘re:
bactenano la region codifice




lavada 3 veces en PBS). Esto se mezcld suavemente por 2 min:a temperatura
ambiente, se agrego 1 m! de PBS heladoy se centnfugo por5 seg Se ttré el

sobrenadante y se repitio el Iavado 3 ', luyo::
incubando a la resina 2 min. a temperatur
reducido 5 mM. Se centrifugé y se guardé
se cuantifico con el método de Bradford4!:
desnaturalisantes de poliacrilamida42 -

Inmunizacién de Ratones43

Los ratones fueron Sangrados para aislar'

Western blot44

Las proteinas fueron corridas en geles desnaturahsantes de pohacnlamlda5° y
electrotransferidas a corriente constante (0.5 -amperes) por. 30 min. a 4°Cen =~ -
buffer de transferencia (3.03g Tris-base y 14.5g de Glicina en.un litro de HQO)
Las proteinas ya transferidas al pape! de nitrocelulosa’ fueron detectadas
utilizando los anticuerpos obtenidos con el protocolo de inmunizaci
arriba. El complejo IgG antigeneo fue revelado utlhzando el; "Klt',. (

a fosfatasa alcalina).
Secuencia de DNA mediante el método de teminacion por ddNT

Se utilizo el "Kit" de secuencia con secuenasa version 2.0 (DNA pohmerasa de
fago T7) de United States Biochemical, de acuerdo a las lnstruccaones del
proveedor.

Inmunocitoquimica (Adaptado del protocolo de lnmunocnoqwmnca de Sara
Bray del laboratorio de Fotis C. Kafatos )

Brevemente: ‘ ‘ & '

Se colectaron embrlones menores de 16 hrs puesto que e brlones mas vxejos
son impermeables débido ala’ depos:c;on de cuticula.:
Los embriones se.descorionaron’s min. en:Hipociorito al 5% y se lavaron con
agua extensament '

aron 20 mmv en Engrelled“le Buffer‘ ‘
4 =GTA“1.mM Espermldma 0.2%:f- Mecapto- »

etanol, 30 mM P(PES pH 6 9 Formaldehldo -4%) y un volumen lguaJ den-:-

heptano en agnacmn sua




Parta devitelinisar a los embriones se removié la fase acuosa y se agregé un
exceso de metanol, éste se sustituyé por mas metanol.fresco.

El metanol se desecho y los embriones se Iavaron con etanol enel cual se
incubaron a -20°C por lo. menos por 12 hrs & iy

Triton X-100.) por 10 min.: cada un;
Ei BBT:se renovd y se mcubo

el anticuerpo adecuado enla dillicid
Los embriones se mcubaron 12 hr
agitacion.

ambiente y en agitacion. -
Los embriones se lavaron 3 ve
lavaron 3 veces en TBST (TBST

con TBS (20 mM Tris-HCI pH
o menos 3 veces con TBS antes

medlante, g
0;: 90y100%) Una vez.

yeal A
montan en el mismo sahc;lato donde hay que verlos mmedlatamente
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Estrategia experimental y resuitados:
)Caracterizacion de {a zona reguladora del gen ¢3 de An. gambiae .

A) Aislamiento de la clona gendmica de c3.

Con el objetivo de caracterizar la zona reguladora de ¢3 hicimos un tamizado de

una biblioteca gendmica construida en lambda DASH33 utiizando como sonda g '

al cDNA de ¢3 (Fig. 4 A). Con esta estr "‘eg amos una. clona genomnca que g

se denomind 6222 de aproxnmadamente 5000 pares: deﬂcbases flanqueado bor

los sitios Xbal. .

B) ldentificacién y sk'ecu~ ci

dela clona genomtca y que contemai-1350 pb por arnba del codon dé mlcuacnon

ver Fig. 4 B
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259 Ban i
140 NspH1 ;
140 Nsp7524 |
140 AR
138 Xmnl.:. 274 8gill 416 Mae .
131 EcoO109). =7 F 7415 Aha il ) 716 BS(XI
96 BamH) - 250 Pstl’ .- 415 Aath
78 BstB1 227 T1h111 1} 405 HglA(
25 Mae ill 175 Hpal- . 315, Eagl
" -+ 3111
cDNA ¢3
| 10 | 20 -.|. 30

1 GGGTCGATGT TTTTGGCATG TACCCTGGCC

61 TCACCTTAAT GGAGGGAAGT ATTTAATTCT
121 CACAACAGAT AGTTTAGCCC AGCAGTCCTT
181 CGGGTCCCGT TGGCTAGCGG TGCTTGTGAT
241 AACARACTAR AGGAAGCTGT CACCGTGCAG
301 ARAAACATCG TGATAGCGTA TGCTTTITCTG
361 TTTACACAAG CATTGCCARR ARTCCITGEA
421 TACCGCTTCA GCCTGATAGT CATCATAATG
481 TGATACCATC TCCTCAAAAN TCTAATAAAC
541 TATTCTCGTT ATTTTATCGA ATAATTTGAT
601 TAATGCTTTA CTTAGTATGT CATAARGTCT
661 GGGAACCTCC ACGGTCGGGA TGATTCAACA
721 ACAATAAAAG GACAAACTGC ATAAATACAT
781 CGGCACACCT TTCCTTGGAT GCGGATGCTT
841 TTCATTTTAG CATCGAATGC CCCACGGTAG
901 AACTTGGGCA TATTTTTCAA GGGCTTCCTG
961 GATTAGCGCT CTTCCTCCAT CCCAACCACG

1021 ATGTCTGTTG GTTTGGAAGA ATAAGCAACA
1081 ATATATAATT AAACTAGTTT CTTTGTATTA
1141 AAGATTACGT CACTTTCTGG AAAAGATTGT
1201 TGAGAGCACC CGCTGTCATG TCGCABACCA
1261 TAAAACGGAT CGTTCAGTGG CCGACGGTTG
1321 TTCTTITTGA TCCGTGAAGTG TARCCATGGC

| 10 | 20 | 30

AGCGATTTAA TATACAGTAC GCACTAACAC 60
AATACACACG CTGGAAAGCA ACAATTGTAT 120
TGAAACTGGC TCCCTGATGA TGCCTCAGTC 180
GTGTTGTACA GTCCATCGCT .CAGGTGCGTA 240
TATTAGTACA ACTAAAAATG TTCTAAATTC 300
ATGAAATTAT TATTTTTTGG TAATTTTITT 360
ATGARATTTCA ATTTATCTGT ACGAATTAAT 420
ATAGAGCTAR TTCGAGAGGA TTGTCTATIG 480
CCCTCAGAAG TTTTTCACCT ATTAACCAAC 540
ACTTTGTACA ATTCTCTTAT TGCGCATAGC 600
TTGCCTCGTT GATCTTGGCG GCCAAGTACG 660
GCATAATCTT TTTGTGTGCA TCCTTGACCT 720
TCTGCACATT CCGTARACGA GTTTGCTATC 780
ACGCCCAGGA TGAGGGAAGC TTCGCGTTTG 840
TACTTCGAGC TGGCCATCAT TTCAGCATCA 900
CATTTTGGTC GCGGCATTGE GCATTTGCAC 960
CTAGCCCAGC CCAGCCARGA ATGATCGAGG 1020
ACAAACGTTA ATTAGTAATA ACAGTTAAAC 1080
CCATGATTITA GTCGATTTCA CAATCAGCCA 1140
AARCAATAAT ATCGTGCGAC AAGACGGAAA 1200
GCCAAACCGC GCTGTCAAAA TTGACAGTAC 1260
TCACGACCTG TCATAGCGCA GCCACTTCCG 1320
GGTCGGCAAR AATARA 1365
| 40 | } 60

50

Fig. 4.- Estructura de las clonas genémica, de cDNA v reguladora del gen ¢3.
A) Mapa de restriccion de la clona genomica de An..gambiae. de c3. B) Mapa de
restriccion del fragmento Xbal Bam Hi de la zona ‘regulatoria del gen c3 (solo se
muestran sitios Unicos. C) Primer extension de ¢3: D) Mapa de restriccion del cDNA de -
€3 (solo se muestran sitios Unicos). la-barra’negra‘representa a la sonda utilizada para .
aislar al extremo 5° regulatorio. -E)Secuencia de la zona reguladoradel gen ¢3 de an.
gambiae : El sitio de inicio de la traduccion.esta: subrayado ‘el sitio de iniciode la ™
transcripcion (-205) esta subrayado yen negnllas os pos;bles cajas, "TATA" -225 y
-240 en ltallcas y subrayados :
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C) |dentificacion del sitio de inicio de la transcnpcnon o

Una vez conocida la secuenma de la zona reguladora de c3 decndlmos conocer

el sitio de inicio de la transcnpc:on como p te de la caract

zacmn de este

D) Cuantificacion de la transcripcién de cB en
larvario de D. melanogaster.

El hecho de que se habia reportado que el'producto de ‘los genes homologos a

¢3 podria estar involucrados en el co ntro esarrollo o de la prohferacnon

celular nos llevé a determinar sn la ca t«d de transcnto varia con respecto al

estado de desarrolio de los embnon_e_s de _D. ﬁje/anogaster y An. gambiae . Por

esta razén se hizo un "Northern blot" de diferentes fases del desarrollo,

utilizando RNA total de‘An'f gamb e fés primeros tres instars para cuantificar

los cambios en los nivéle' on; En la Fig. 6 A..se puede ver que la
cantidad de transcrlto se manuene constante durante el desarrollo de
Drosophila., cosa que no esperabamos ya que crelamos que la expresmn esta

regulada durante el desarroilo.

) Analisis de homologia de ¢3.

A) Alineamiento de secuencias peptidicas de c3vs homoloqos de dlversos S
organismos. . . e

Hicimos una busqueda en la base de datos Genbank’utmzando al algontmo de

filogenética, en la (flg SA)

utileria "pnleup" con secuenc;as de cDNA homologas a c3 donde‘es evndente el
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altisimo grado de conservacién que tiene la proteina codificada por ¢3 y sus
homdlogos a lo largo deia escala evolutiva. En el caso de lalevadura la
1 50
an MAVGKNRGVS KGGKKGSKKK VVDPFTRKDW YDVRAPNMFK NRPVGKTLVN
droso MAVGRNKGVS KGGKKGSKKK VVDPFSRKDW YDVEAPNMFK NRQSGKTLVN
arroz MAVGKNKRIS K.GKKGSKRK TVDPFARKDW YDIKAPSVFN VRNIGRTLVS
catr MAVGKNRKRIS K.GKKGGKKK AADPFAKKDW YDIKAPSVFS VRNVGKTLVT
homo MAVGKNKRLT KGGKKGAKKK VVDPFSKKDW YDVRAPAMFN IRNIGKTLVT
rat MAVGKNKRLT KGGKKGAKKK VWDPFSKRDW YDVKAPAMFN IRNIGKTLVT
MUS  .......RLT KGGKKGAKKK VVDPFSFKDW YDVKAPAMFN IRNIGKTLVT
aplicia MAVGKNKRLT KGGKKGAKKK VVDPFTKKEW YDVKAPSMFA VRQIGKTLVT

ce MAVGRNN..N KMGKRGGKKR AVDPPSRKEW YDIKAPNMFN TROVGKTLIN
sac MAVGRNKRLS R.GKKGLKKK VVDPFTRKEW FDIKAPSTFE NRNVGKTLVR

51
an - RTQGTRIASD GLKGRVFEVS LADLONEPDA ERSFRRFRLV AESVNGRDVL
droso RTQGTKIASD GLKSRVFEVS LADLQNEP.I EREFRXFKLV AESVNGRDVL
arroz RTQGTKIASE GLKHRVFEVS LADLQNDE.. DOAYRKIRLR AEDVQGKNVL
catr RTQGTKIASE GLEHRVFEIS LADLQGDE.. DHESPRKIRLR AEDIQGKNVL
homo RTQGTKIASD GLKGRVFEVS LADLQNDE.. V.AFRKFKLI TEDVQGKNCL
rat RTQGTRIASD GLRGRVFEVS LADLQONDE.. V.AFRKFKLI TEDVQGKNCL
mus - RTQGTRIASD GLRGRVFEVS LADLQNDE.. V.AFRRFELI TEDVQGRNCL
aplicia RSQGTKIASD NLKGRVFEVS LADLONDE.. V.TFRKFKLI AEEVQGRNVL
ce RTQGTRIASE GLKGRVFEVS LGDLWNSE.. A.DFRRFRLI AEDVQGRNVL
sac XKSTGLRNASD ALKGRVVEVC LADLQGSE.. DHSFRAVKLR VDEVQGRNLL

101
an TNPHGMALTT DKLRSMVNKW QTLIECSVDV KTTDGFMLRV FCIGFTIKDS
droso RNFHGMALTT DKLRSKVFKXW QTLYECSVDV KTTDGFMLRV FCIGFTIKDS
arroz TNFWGMSPTT DKLRSLVKKW QTLIEAHVDV KTTDGYMLRL FCIGFTKRRP
catr TNFWGMDFTT DKLRSLVRKW QSLIEARVDV KTTDSYTLRH FCIGFTKKRA
homo TNPHGMDLTR DRMCSMVREW QTMIEAHVDV KTTDGYLLRL PCVGPTRKRN
rat TNFHGMDLTR DRMCSMVKRW QTMIEAHVDV KTTDGYLLRL FCVGPTRERN
mus TNFHGMDLTR DRMCSMVKERW QTMIEANVDV KTTDGYLLRL PCVGPTRRRN
aplicia TNFSGMSLTR DKLCSMVKKW QTLIEANVDV KTTDGYLLRV PAIGFTRRRN
ce TNFHAMSMTH DRLCSIVRRW HTLIEANTAV KTTDGYTLRV FVIAFTRKSV
.sac TNFHGMDFTT DKLRSMVREKW QTLIEANVTV KTSDDYVLRI FAIAFTRKQA

151 200

an MSQRRTCYAQ HSQIKNIRAK MTAIIRREIT STDLRGVVEK LLPDSIAXDI
droso MTQRKTCYAQ HSQIRNIRAK MTAIIRREIT STDLEGVVEE LLPDSIAKDI
arroz -NQVKRTCYAQ ASQIRQIRRK MVEIMANQAS SCDLKELVSK FIPEVIGKEI
catx NQQORRTCYAQ SSQIRQIRRK MREIMVNQAQ SCDLRDLVQR FIPESIGREI
homo NQIRKTSYAQ HQQVRQIRKK MMEIMTREVQ TNDLREVVNK LIPDSIGKDI
rat NQIRKTSYAQ HQQVRQIRKK MMEIMTREVQ TNDLKEVVNK LIPDSIGKDI
mus NQIRKTSYAQ HQQVRQIRKX MMEIMTREVQ TNDLKEVVNK LIPDSIGKDI
aplicia NQVKKTCYAQ HAQVKAIRKK MVEIVSREVS SNDMKEVVNK LIPDSIGKDI
ce. NQVKKTSYTK TSKIRKIRSE MIGCIEKEVT GCDLREVVEK LIPDSIGKDI
sac NQVKRHSYAQ SSHIRAIRKV ISEILTREVQ NSTLAQLTSK LIPEVINKEI

201 250

an  EKACQVVYPL HDVYIRKVKV LKKPRFDLSS LMELHGDGGG RAREVSTGAA
droso EKACQVVYPL HDDYIRXVKV LKKPRFDLSS LMELHGDGGG KAAEVSTGAA
arroz EKATSSIFPL QNVFVRKVKI LKAPKFDLGK LMEVHGD... ....Y.AKED
catr EKATSSIYPL ONVFIRKVKI LXAPKFDLGK LMEVHGD... ....Y.NEDP
homo EXACQSIYPL HDVFVRKVKM LKKPKFELGK LMELHGEGS. SSGKA.TGDE
rat ERACQSIYPL HDVFVRKVKM LKKPKFELGK LMELHGEGG. SSGKT.TGDE
mus ERACQSIYPL HDVFVRRVKM LKKPKFELGK LMELHGEGG. TSGKA.AGDE
aplicia EKSCQGIYPL HDVLIHKVKV LKKPKFDVGK LMELHGEGST TTSKG.VTSE
ce ERTCSKLYPL QEVYIRKVKI IKRPKVDLGR LHDLHGDS.. ....I.TVGA
sac  ENATRDIFPL QNIHVRKVKL LXQPKFDVGA LMALHGEGS. .........s

251 284
an SGVVVVRPEG YEPPVQASV.
droso SGVVVDRPK. YEPPVQASV*
arroz IGTKLDRPAE DEAMAGOEVA
catr YWYQVG.... .........,
homo TGAKVERADG YEPPVQESY,
rat TGAKVERADG YEPPVQESV. . ceae
mus TGAXVERADG YEPPVQESV* NPDF*-*QIK SPRIC
aplicia GGEKVDRVDG YEPPVLONV., ......vcee aons
ce . DGEKVDRPDD YEPPVQQEV.
sac GEEKGKKVSG FRDEVLETV.
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MAVGKNKGVSKGGKKGSKKKVVDPFTRKDWYDVEAPNMFKNRPVGKTLVN 50

DU PEE B LU LT e

1 MARVGKNKGVSKGGKKGSKKKVVDPFSRKDWYDVKAPNMFKNRQSGRTLVN 50

[

R‘I’QG'I‘X(IASDGLKGRVF ) LADLQNE ' RSFRKFKLVAESVNGRDVT; ,'ibo i

rlllllllllllllllllllllllllllllllllllﬂv-iv{ :
RABEV ‘

CQVVYP HDD IRKVKVLKKPRFDLSSLMELHGD

2_51‘ VVVVRPEGYEPPVQASV 269

TIIIII - T

© 250 SGVVVDRPK.YEPPVQASV 267

Fig. 5.- Alineamiento de la secuencia peptidica de c3 S
A) (pagina anterior) Alineamiento multiple de las secuencias: con homologva
mayor al 58% obtenidas del genebank {version 85): Observese la conservacion
dela ldentndad de la secuencia prote;ca atodo lo largo la: Im a‘evolutiva. (An

secuencias.
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identidad es de "solo" 55% a nive! de ammoacndos sm embargo con mamiferos,

plantas e invertebrados Ia ldentldad aumenta hasta el 70% &

Alineamiento de las secuenc:as peptidicas de ¢3 de D. me/anoqaster Vs A.n.
gambiae. .

Debido a que el nvvel de homologla a lolargo de la llne

genéticaes tan alto

nos parecio mteresante’comparar el nivel de dlverge Ci

mosquito con el cDNA homologo de D. melanogaste ~Laid
resulto ser extraordmanamente alta teniendo una ldem:d" d 9 C
aminoacidos (Fig. 5B) , ademaés, tenia una identidad muy alta a n;vel de :
nucledtidos incluso en el extremo 3' no traducido.

Ilf) Caracterizacion de la expresion y localizacién del producto de ¢3
durante el desarrolio de D. melanogaster.

A) Clonacidn de la regién codificadora de ¢3 en ¢l vector de exnresmn
GEX1. ] }

También era interesante determmar la local ‘

ion (medlante B ’
inmunocitoquimica) de la protema codmcada Po 3¢ urante el desarrono del

embrién de mosca asi:comoen os dive ios de que fue el tejldo :

policionales contra:el pro




Fig. 6

1,100 b —

§

&

Fig. 6.- "Northen Blot” de los primeros tres
instars del desarrollo de mosquito (1, 2, 3).
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‘s,
///,/PSTI

7
ampr 7

pGEX1C3
5800 bp B

laclq 4 8 12 16

Mkt

En Escherichia Coli

203,000 :
Induccion 105,000 -
con IPTG 70,800
43,600
Lisis por sonicacion 28,250
17,900
Columna de afinidad
(Glutation)
“Western”

Elucién con glutation -
reducido ? —-Inmuno-
citoquimica

Sangrado
Inoculacion

Fig. 7.- Estrategia de clonacion del cDNA de C3 en un vector de expresnon para E. coli,

. protocolo de purificacion de la proteina de fusidn para la produccron ‘de anticuerpos anti
C3.B)"Western Biot" de desarrollo de extracto crudo de embriones de D. melanogaster , la
concentracion del producto de C3 es constante con respecto al uempo (4 8 12 16 hrs de
desarrollo postovoposicién) e ;



inocular ratones (BalbC)(Fig. 7). El antiéuero asi generado tuvo un titulo de 1 en

10,000. -

C) Western blot de los distintos estadios larvarios.

Este antisuero se utilizé en experimentos de tipo "we‘stem_blo_t':'. Estos
experimentos se utilizaron para determinar los cambioé en la cantidad de la
proteina codificada por ¢3 en extractos totales de D. melanogaster durante el
desarrollo. En la figura 6 B se puede ver un " western blot" en el que la cantidad
de protefna no cambia con respecto al tiempo lo que confirma el resultado de!

northen.

D) Inmunocitoguimica de ovarios.

El mismo antisuero fue utilizado para hacer inmunocitoquimica de embriones

enteros asi como de ovanos

En la figura 8. se puede'ver que la protemaporfcs se snntetlzak_en los ovanolos

cefélico'la’ protem}axs‘e giétnbu en fréhjés y ,gl'éékéderféh ’Var‘lg"q‘v sde vé_llyaér :
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ESTR TESIS e
SALR D LA BiBLIOTECH

Fig. 8.- Inmunocitoquimica de ovarios ddD. melanogaster con
tra la proteina codificada por ¢3: A) Ovariolos que contienen
varias "cdmaras de huevos" (mas jovenes hacia arriba mas
maduros hacia abajo), nétese la tincidn. en las célufas nodrizas.
B)'lgual.que en "A" pero en mayor aumento. C) Cdmara de
huevo estad;o "10" obsevese que, la mayor parte.de la
protema' se encuentra en ¢lulasnodrizas aunque esta ya
D)'Camara de huevo muy
‘laqueel contemdo de las celulas nodnzas se esta




penetra a los nucleos (Fig. 9 F). Finalmente El producto de ¢3 migra haci_a la

zona proliferativa de la ban a;germmal (fig.: 10)
Discusién:

supomamos que solo se deberia sintetizar. en tejido proliferativo; sin embargo o

no debemos olvudar que ’stos expenmentos representa ] el contemdo total de

40



todo el embrién y por lo tanto no descartan que la expresién del'gen este

regulada en zonas o células especificas durante el desarrollo Los expenmentos -

de mmunocutoqu:mlca revelan claramente que el producto de 3's ocallza




de amino&cidos con el producto de 03 El otro gen homologo a 03 en Ievadura

se encuentra en la parte 5' (Orf1) de u"" fragment geneomlco que tlene dos



Por otro lado el grupo de Zarb!52 aisié de células transformadas por v-fos en

cultivo, al gen homologo a ¢3 de rata y lo !lamo Fte-1 (fos transformatlon

efector) el cual codifica para una protema de 264 aa. Fte-1 tiens u' porcentaje

de ldent:dad con c3 de 68% a mvei de am

progresion del crclo celular
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Fig. 9 (pagina anterior) lnmunocntoqulmlca de embnones tempranos : _
utilisando anticuerpos anti c3: A) Emibrién muy temprano. (etapa: 1) tenldo con -
anticuerpos anti-c3, ndtese la distribucién homogenea: de Hatincién: B)Corte
optico (Nomarski) de un blastodermo sincicial (etapa 5 protema sigue

Embrién en estadio de blastodermo sincicial (musmo que f
se encuentran distribuidos baja la superficie de-la, membra
los nicleos no estan tefiidos (aqui el corte optico. estai /
del embridn. E)mismo embrion que en "D!pero a may!
Embrion al comienzo de la gastrulacion (etapa 7)ilossurcos
neurales comienzan a formarse, el embrion esta’ completa
y la proteina ¢3 se encuentra distribuida en franjas discret
embrion. G) Esquema idealizado de un embrién en la‘etap
(pc=células polares, pro= proencefalo, cf= surco ceféuco as ammoserosa P
gb= Banda germinal). : ,

Fig. 10.-(pagina sngwente) Inmunocnoqulmica de embnones tardnos A) Corte

éptico (Nomarski) de: un embrién en etapa. 9 tenido con anti<c3: fa zona que:

corresponde al mesodermoyya’ Ia banda germmal estan tefidas ]| mlentras que
E

desarrollo Ia protei
embridn, sin embar

clipeotabio, md=m
espiraculo posterios segmento toraxc»co1 A1—
AS= segmento abdommal 9 ) :

a
Segmento abdommal 1






Conclusiones:

Hemos aislado un gen c3 cuyo transcrito esta muy enriquecido en los ovarios de-

del fenotlpo tumorogenlco que resulta de Ia dlsrupmon del gen fte 1 en

mamlferos 53 o
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Conclusiones:

Hemos aislado un gen ¢3 cuyo transcnto esta muy ennquecndo en Ios ovanos de

los dipteros An. gamb/ae Y D melanogaster

E! producto génico de ¢3 es s:ntetlzado durante el proceso de’ ovogene5|s y

durante desarrollo embrionari

Esta proteina se mantiene en las células’nodrizas durante;casi do;e_lfbr_qceso.

embrionario y es al final de.¢

mamiferos53.
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Perspectivas:
La caracterizacion del gen ¢3 sngue s;endo prellmlnar Es por esto que

consideramos que se debe segu:r )nvestlgando Ia “funcién y las mteracclones de

la proteina codificada c3 debud f o es;on del

ciclo celular asi como las caractenstlcas del promotor que regula:su’:

transcripcion. , -
Para esto proponemos dividir al estudio de ¢3 en dos bloq‘ue“s': :

A) Estudios funcionales de del producto de ¢3.
Una forma de observar cual es la funcién de una protema en un sustema
consiste en expresarla ectopicamente en el sistema del que provnene generando
asl lo que se llama una mutante con ganancia de funcion. En el caso de c3 seria
interesante ver cual es el efecto de la sobreexpresién de ¢3 en células en cultivo
asi como la produccion de moscas transgénicas que expresaran c3 bajo el

control de un promotor mduc;ble {heatshock) de manera que pudiéramos

expresar a la protema de manera ectdpica y ver cua! es el efecto sobre la

prohferacnon y desarrollo. Otro'enfoque que nos podna dar una idea de la

funcuon de (

funcnon devcs medxante la‘co stnccxon de moscas trangenxcas que expresaran

un "antssense" de manera que se mh;blera la traduccson de 03




B) Regulacion de la expresion del gen c3.

Desde el punto de estudios de la zona reguladora de c3 se propone que se
pueden hacer ensayos de expresion transitoria de un gen reportero bajo el
control de! promotor de ¢3 de An. gambiae en células en cuitivo. Por otro lado -
determinar el patrén de la transcripcidn de ¢3 en ovarios y embriones enteros
de D. melanogaster mediante hibridaciones /n situ. Y a nivel del organismo -
enteros se propone la construccidon de moscas transgénicas con construCcibneé
reporteras del promotor de An. gambiae y la comparacion de estos patrdnés
con los de la transcripcion del gen enddgeneo.
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