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La sefalizacion a través de proteinas G heterotriméricas es el mecanismo de
senalizacion transmembrana mas empleado a lo largo de la filogenia evolutiva. El
complejo hetrotrimérico GaBy es activado por receptores GPCRs (G Protein
Coupled Receptors), que responden a senales extracelulares que comprenden
desde estimulos mecanicos o electromagnéticos hasta ligandos quimicos como
hormonas o neurotransmisores. Estudios recientes en invertebrados han implicado
a la subunidad Gai en la division asimétrica de precursores neuronales y el
establecimiento de la barrera hematoencefalica, pero el analisis de mutantes
sugieren que la regulacion mediada por proteinas G heterotriméricas en estos
procesos depende fundamentalmente de las subunidades Gao y GBy, mientras que
Gai juega un papel secundario. Para identificar los procesos en los que Gai tiene
una funcién esencial, hemos analizado mutantes de falta de funcién para el gen
Gai en Drosophila melanogaster. Los mutantes Gai’ que carecen del producto
materno y cigotico, muestran una viabilidad muy reducida ademas de un
pronunciado retraso en su desarrollo. Los defectos en el proceso de ecdisis y en la
expresion de neuropéptidos de estos mutantes sugieren un papel esencial de Gai
en la senalizacion endocrina. Los mutantes Gai~ también muestran el ganglio
ventral elongado desde embrion hasta adulto. El analisis detallado del patron
celular del sistema nervioso central de mutantes Gai" indica que Gai es esencial
para el desarrollo y/o diferenciacion tardios de la glia, y que defectos en este
proceso son los responsables principales de la falta de condensacién del ganglio
ventral de los mutantes. Ademas, los mutantes Gai’ muestran duplicaciones y
fusiones de fibras musculares de la pared larvaria. Este fenotipo, junto con la
similitud en el mecanismo de divisidn asimétrica entre precursores neuronales y
musculares, sugieren que el papel de Gai en division asimétrica podria ser comdn

a distintos tipos celulares.
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Summary

Signalling through heterotrimeric G proteins is the transmembrane signalling
mechanism more widely used throughout evolution. The hetrotrimeric complex
GaBy is activated by GPCRs receptors (G Protein Coupled Receptors), which
respond to extracellular signals comprising from mechanical or electromagnetic
stimuli to chemical ligands like hormones or neurotransmitters. Recent studies in
invertebrates have implicated the Gai subunit in the asymmetric division of
neuronal precursors, and in the establishment of the blood brain barrier, but
mutant analysis suggests that regulation by heterotrimeric G proteins in these
processes depends fundamentally on the Gao and GBy subunits, whereas Gai plays
a secondary role. In order to identify the processes in which Gai has an essential
function, we have analyzed loss of function mutants for the Gai gene in
Drosophila melanogaster. Gai" mutants, which lack both maternal and zygotic
products, show a reduced viability in addition to a pronounced delay in their
development. Defects in the process of ecdysis and in the expression of
neuropeptides shown by these mutants indicate an essential role for Gai in
endocrine signalling. Gai’ mutants also display an elongation of the ventral
ganglion, from embryo to adult. The detailed analysis of the cellular pattern in
the central nervous system of Gai" mutants indicates that Gai is essential for the
development and/or differentiation of most glial cells, and that defects in this
process are the main cause underlying the deficiencies in the condensation of the
ventral ganglion observed in these mutants. In addition, Gai" mutants show
duplications and fusions of muscle fibres in the larval wall. This phenotype, and
the similarity in the mechanism of asymmetric division of neuronal and muscular
precursors, suggest that Gai could regulate asymmetric divisions in different cell

types.
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Las proteinas G heterotriméricas

Las proteinas G heterotriméricas son esenciales para numerosos aspectos de la
fisiologia de los organismos (Cabrera-Veray y cols., 2003; Offermanns, 2003; Spiegel y
cols., 2004). Actian como transportadores de la informacién a través de la membrana
plasmatica. La informacion viaja en forma de sefales extracelulares, que son
recogidas por receptores de una gran superfamilia proteica, los receptores GPCRs (G
Protein Coupled Receptors), también llamados receptores heptahelicoidales. Estos
receptores se caracterizan por presentar siete regiones transmembrana y estar
acoplados a proteinas G heterotriméricas, a las que activan en respuesta a diversas
senales extracelulares (Karnik y cols., 2003; Hermans y cols., 2003). Las senales
extracelulares a las que responden comprenden desde estimulos mecanicos o
electromagnéticos hasta ligandos quimicos como hormonas o neurotransmisores. Mas
de 1000 receptores de este tipo han sido identificados en cada genoma de mamifero
estudiado (Morris y Malbon, 1999; Hollmann y cols., 2005; Wettschureck vy
Offermanns, 2006).

Las proteinas G heterotriméricas, localizadas en la cara interna de la
membrana, estan formadas por tres subunidades, a, B y y, de las que se han
identificado, en cada uno de los genomas de mamiferos estudiados hasta la fecha, 27,
5 y 14 genes, respectivamente. Las subunidades alpha, que definen las propiedades
basicas de las proteinas G heterotriméricas, se dividen en 4 familias: Gas, Gai/Goo,
Gaq/Ga11 'y Gal12/Ga13. La combinacion de una subunidad alpha con un
heterodimero By forma un subtipo concreto de proteina G heterotrimérica, con unas
caracteristicas de sefalizacion determinadas. Estas proteinas se encuentran muy
conservadas evolutivamente desde levaduras hasta mamiferos, tanto en su estructura
primaria como en su funcion (Morris y Malbon, 1999; Alberts y cols., 2002;
Wettschureck y Offermanns, 2006).

Senalizacion mediada por proteinas G heterotriméricas

Cuando los receptores heptahelicoidales son activados por el estimulo
adecuado, el receptor interacciona con las proteinas G y cataliza el intercambio de
GDP por GTP en la subunidad a, lo que induce la disociacion del complejo

heterotrimérico en Ga-GTP y By, iniciandose una compleja cascada de eventos
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intracelulares (figura 1). Asi, Ga-GTP interacciona con efectores tales como las
enzimas adenilil ciclasa (AC), fosfolipasa C (PLC) y la fosfodiesterasa de GMP ciclico,
mientras que Gy interacciona y regula distintos efectores como algunas AC y

fosfolipasa A2 (Prieto-Villapun y cols., 2005).

LIGANDO

RECEPTOR

Fig. 1. Senalizacion mediada por proteinas G heterotriméricas. Cuando los receptores
heptahelicoidales son activados por el estimulo adecuado (Ej. Ligando)- apartado 2 y 3-, el
receptor interacciona con el complejo trimérico GBy y cataliza el intercambio de GDP por GTP en
la subunidad a -3 y 4-, lo que induce la disociacion del complejo heterotrimérico en Ga-GTP y
GBy, iniciandose una compleja cascada de eventos intracelulares. La senalizacion llevada a cabo
por las proteinas G finaliza cuado la actividad GTPasa intrinseca de la subunidad a hidroliza el
GTP a GDP -5 y 6-, induciendo la reasociacion del trimero GoBy y la inactivacion por tanto de la

proteina G.

Se ponen asi en marcha diferentes rutas de senalizacion integradas por
multiples elementos de un puzzle que, finalmente, desembocan en la regulacion de
actividades celulares tan importantes como la transcripcion de la informacion
genética, proliferacion, diferenciacion, secrecion o motilidad (Neves y cols., 2002;
Rashid y cols., 2004).
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La sefalizacion llevada a cabo por las proteinas G finaliza cuado la actividad
GTPasa intrinseca de la subunidad a hidroliza el GTP a GDP, induciendo la
reasociacion del trimero GoBy y la inactivacion por tanto de la proteina G
(Wettschureck y Offermanns, 2006) (figura 1).

Moduladores de la sefializacion de las proteinas G heterotriméricas

La actividad GTPasa de la proteina G aislada es mucho mas baja de la
observada en condiciones fisioldgicas, lo que llevd al descubrimiento de componentes
que intensifican la actividad GTPasa de la subunidad a, y contribuyen de este modo a
su desactivacion y permiten por tanto una rapida modulacion de la sefalizacién a
través de proteinas G (figura 2)(Arshavsky y Bownds y cols., 1992; Berstein y cols ,
1992 ; Kozasa y cols , 1998; Scholichy cols., 1999). A estos efectores se les conoce con
el nombre genérico de proteinas GAP (GTPase Activating Proteins). De éstas, la
mayoria pertenecen a un subtipo de proteinas conocidas como RGS (Regulators of G
proteins Signaling), que contienen el dominio también llamado RGS que permite
incrementar hasta cien veces la actividad GTPasa de las subunidades alpha (Ross y
Wilkie, 2000; Neubig y cols., 2002).

En este panorama han aparecido recientemente nuevos e interesantes
componentes que modulan la sefalizacion ejercida a través de proteinas G, como son
otra familia proteica con un dominio comin llamado GDI (Guanine nucleotide
Dissociation Inhibitor) que da nombre a la familia. Las proteinas GDI y el complejo
GBy compiten por el mismo sitio de unién a la subunidad alpha mientras ésta se
encuentra unida a GDP, por lo que la union de GDI a Ga produce a la vez la
disociacion del complejo By, que puede actuar sobre sus efectores, e impide el
intercambio de GDP por GTP en la subunidad alpha, que permanece inactiva (figura
2).

Modulando esta sefalizacion también encontramos a las proteinas con actividad
GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor), que favorecen el intercambio de GDP por
GTP en la subunidad a, contribuyendo de este modo al inicio de la sefnalizacion a
través de proteinas G (figura 2)(Siderosvki and Willard, 2005). Los receptores
asociados a proteinas G tienen actividad GEF, pero existen ademas proteinas
citosolicas (no receptores) con esta actividad, como es el caso de Ric-8 (Wang y cols.,
2005).



22

LIGANDO

$..

l

a-EFECTORES ~ PBy- EFECTORES

Fig. 2. Moduladores de la sefnalizacion a través de proteinas G heterotriméricas. Las
proteinas GAP (GTPase Activating Proteins) intensifican la actividad GTPasa de la subunidad a,
contribuyendo de este modo a su desactivacion y permitiendo por tanto una rapida modulacion
de la senalizacion a través de proteinas G. La mayoria de las proteinas GAP pertenecen a un
subtipo de proteinas conocidas como RGS (Regulators of G proteins Signaling), que contienen
el dominio también llamado RGS que permite incrementar hasta cien veces la actividad
GTPasa de las subunidades alpha. Las proteinas GDI (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor)
y el complejo GRBy compiten por el mismo sitio de union a la subunidad alpha mientras ésta se
encuentra unida a GDP, por lo que la union de GDI a Ga produce la disociacion del complejo
GBy (liberandolo y por tanto permitiéndole actuar con sus efectores) e impiden el intercambio
del GDP por el GTP en la subunidad alpha. Las proteinas con actividad GEF (Guanine
nucleotide Exchange Factors) favorecen el intercambio de GDP por GTP, contribuyendo de
este modo al inicio de la senalizacion a través de proteinas G. Los receptores asociados a

proteinas G tienen actividad GEF.

Cabe resaltar que la actividad de algunos receptores GPCRs también puede ser
modulada mediante una familia de proteinas llamadas RAMPs (Receptor Activity-
Modifying Proteins), que modifican la especificidad del receptor por el ligando
(Bermak y Zhou, 2001; Hepler, 2003).

Como podemos observar, la regulacion de la senalizacion mediada por las
proteinas G se puede ejercer en cada uno de los componentes de la ruta y e incluso a

través de vias diferentes. Ademas de las ya comentadas hemos de anadir, por
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supuesto, la regulacion a nivel transcripcional e incluso postranscripcional de cada
uno de los componentes. Probablemente esta versatilidad de la seializacion a través
de proteinas G ha permitido que sea, con mucho, el mecanismo de senalizacion
transmembrana mas empleado a lo largo de la filogenia evolutiva.

La complejidad de este tipo de sefalizacion es inmensa. En este sentido hemos
de anadir que la mayoria de los receptores son capaces de activar a mas de un subtipo
de proteina G. Por tanto, normalmente, la activaciéon de un receptor acoplado a
proteinas G resulta en la activacion de varias cascadas de sefalizacion via distintos
subtipos de proteinas G (Wettschureck y Offermanns, 2006).

La presencia de mutaciones especificas en genes que codifican para este tipo
de proteinas nos puede ayudar a entender el funcionamiento de las mismas. De
particular interés es la potencial utilidad de muchos de los componentes de este
microsistema de sefalizacidbn como nuevas dianas terapéuticas para multitud de

enfermedades (Liebmann, 2004).

La subunidad Gai

La subunidad Ga; se aislo como la responsable de la inhibicion en mamiferos de
la enzima adenilato-ciclasa (AC) en respuesta a distintas hormonas, controlando los
niveles intracelulares de AMPc. En estudios posteriores se ha descubierto que ademas
de la AC, existen otros efectores para Gai, como por ejemplo la tirosina quinasa Src
(Ma,YC y cols., 2000). Con el transcurso de las investigaciones, ademas de encontrar
nuevos efectores para esta proteina, se le han otorgado numerosas implicaciones
funcionales en los distintos animales donde se ha ido estudiando. Se ha podido
comprobar que no solo interviene en la senalizacion por respuesta hormonal, sino que
Gai también participa en fenébmenos como la division asimétrica, en organismos tan
dispares como la levadura Saccharomices cerevisae, los invertebrados Caenorhabditis
elegans y Drosophila melanogaster, e incluso en mamiferos como el raton (Mus
musculus) (Huttner y Kosodo, 2005; Yu y cols., 2006). También se ha visto como en
Drosophila melanogaster y la rana Xenopus laveis, Gai esta implicada en procesos
totalmente distintos a los anteriores, mediando aspectos de la ruta de senalizacion de
Wint-Frizzled (Wnt-Fz). (Liu.T. y cols., 2001; Slusarski y cols., 1997; Liu y cols , 1999;
Ahumada y cols., 2002).

En mamiferos se han descrito tres genes que codifican subunidades Gai (Gaif,

Gai2, Gai3). La similitud estructural entre las tres proteinas codificadas sugiere que
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pueden tener funciones parcialmente redundantes. La mayoria de los estudios de
mamiferos se han realizado en rata, raton y humanos, asi como estudios in vitro
(cultivos celulares) con material derivado de estos mismos organismos (Wettschureck
y Offermanns, 2004; Wettschureck y Offermanns, 2005).

Este tipo de investigaciones han arrojado a la luz interesantes funciones
desempenadas por los miembros de la familia Gai. Asi, se ha visto que la activacion
de la NADPH oxidasa (complejo enzimatico fundamental en la destruccion de agentes
invasores a través de la respuesta inmune innata) es dependiente de esta familia
proteica, implicando de esta manera a estas proteinas G en un proceso tan
fundamental y conservado evolutivamente como lo es el sistema inmune innato (Marty
y cols., 2006). No es ésta la Unica implicacion de la familia Gai en procesos
relacionados con el sistema inmune. Existen evidencias genéticas directas, en
estudios realizados en raton, de que la familia Gai regula la produccion de citoquinas
y otros factores quimioatrayentes que participan en el desarrollo de la respuesta
inmune (Jonson y Druey, 2002; Xu y cols., 2003). De hecho, ratones a los que les
falta, concretamente, Gai2, desarrollan colitis inflamatoria difusa (Hornquist y cos,
1997), que se asemeja en muchos aspectos a la colitis ulcerativa humana que también
ha sido relacionada con mutaciones humanas en la familia Gai (Rudolph vy cols.,
1995). Estas patologias parecen estar causadas por un proceso inflamatorio debido a
un exceso de citoquinas, cuya produccion seria suprimida via Gai2 en condiciones
fisioldgicas normales (Wettschureck y Offermanns, 2004). También, en este contexto
inmune, el bloqueo mediante el uso de la toxina pertusica de los miembros de la
familia Gai altera la migraciéon de los linfocitos T (Spangrude y cols., 1985; Bacon y
Camp, 1990). Recientemente se ha dilucidado la contribuciéon de Gai2 (junto con Gao)
en la activacion de otras células sanguineas, las plaquetas (Jantzen y cols., 2001).

También es interesante el papel que tiene Gai2 en funciones endocrinas y
metabolicas, mediante la regulacion de los niveles de AMPc intracelular. Ratones que
expresan formas constitutivamente activas de Gai2 en grasa, higado y musculos
esqueléticos, tienen reducidos los niveles de glucosa durante el ayuno, y a su vez
muestran un incremento en la tolerancia a la glucosa (Chen y cols., 1997). Ademas,
ratones en los que la expresion de Gai2 ha sido bloqueada mediante ARN de
interferencia tienen disminuida la tolerancia a la glucosa (Moxham y Malbon, 1996).
Por lo tanto, parece ser que la regulacion del metabolismo de la glucosa esta mediada
por rutas en las que participa la proteina G heterotrimérica Gai2, posiblemente a

través de la insulina. Por otro lado, se sabe que la expresion de formas
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constitutivamente activas de Gai2 en raton produce tumores endocrinos
(Dhanasekaran N. y cols., 1998). En humanos, mutaciones somaticas en la proteina
Gai2 estan relacionadas, de nuevo, con tumores endocrinos, posiblemente a través de
defectos en la via del AMPc (Lyons y cols., 1990; Dhanasekaran N. y cols., 1998;
Lerman vy cols., 1998).

En el sistema nervioso, Gai contribuye junto con Goo en la regulacion de
canales de Ca’" via GPy, regulacion que parece estar implicada en la modulacién
inhibitoria de la actividad neural (Jians y cols., 1998; Greif y cols., 2000). Por otro
lado se sospecha que Gai podria estar regulando el trafico vesicular, ya que se
localiza en las vesiculas sinapticas de neuronas (Ahnert-Hilger y cols., 1994), vy,
mediante experimentos de inmunohistoquimica y técnicas microscopia confocal in
vivo, se ha visto que Gai3 regula el procesos de exocitosis (Kreft y cols., 1999).

En raton, Gai participa en el desarrollo del pulmoén (Kinane y cols., 1999), asi
como en la regulaciéon de la contraccién del musculo liso pulmonar (Chiba y cols.,
2001). También se sabe, por estudios de ganancia de funcion realizados en raton, que
Gai2 protege de cardiopatias mediante la activacion de vias adrenérgicas, asignandole
de este modo un papel cardioprotector (Foerster y cols., 2003). De hecho, en
humanos, mutaciones somaticas en la proteina Gai2 estan relacionadas con patologias
cardiacas, parece ser que a través de defectos en la via del AMPc (Lyons y cols., 1990;
Dhanasekaran N. y cols., 1998; Lerman y cols., 1998).

Los extensos estudios en raton ponen también de manifiesto que Gai intensifica
la proliferacion de progenitores neurales en el cerebro (Shinohara y cols., 2004). Hay
fuertes indicios que relacionan a miembros de la familia Gai con la regulacion del
ciclo celular, como son las alteraciones en el crecimiento celular causadas por la
sobre-expresion de Gai2 (Chen y cols., 1997). También se ha visto que Gai1/2 esta
disminuida en cancer de prostata (Prieto-Villapun y cols., 2005).

Solo una fraccion de las mdultiples funciones bioldgicas en las cuales esta
implicada la sefnalizacion mediada por proteinas G ha sido dilucidada hasta ahora. Es
muy probable que muchas de sus funciones potenciales no hayan sido todavia
descubiertas, debido a las importantes limitaciones que presenta su investigacion en
mamiferos. Estas limitaciones fundamentalmente son debidas a la redundancia
funcional que poseen estas proteinas G heterotriméricas, que estan muy
estrechamente relacionadas entre si, asi como la presencia de una temprana
letalidad embrionaria en los individuos mutantes para estas proteinas (Wettschureck y
Offermanns, 2004).
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La mosca Drosophila melanogaster nos ofrece un modelo mucho mas operativo
con el que poder trabajar, ya que relne la relativa sencillez anatémica-funcional de
los invertebrados y un potencial genético inalcanzable hoy en dia por ningln otro
modelo de estudio. Ademas, la falta de redundancia de estas proteinas facilita, con
mucho, el estudio de las mismas. Por otro lado, el alto grado de conservacion, tanto
funcional como estructural, que muestran estas proteinas en gran parte de los
procesos centrales del desarrollo y fisiologia de distintos organismos, nos permiten
predecir que las conclusiones obtenidas en Drosophila, facilitaran

extraordinariamente el conocimiento de organismos mas complejos.

Drosophila melanogaster como modelo de estudio

Drosophila melanogaster se clasifica en el phyllum Artropoda, clase Insecta,
orden Diptera, familia Drosophilidae. Son moscas con una amplia distribucion
geografica, encontrandose en regiones de clima templado por todo el planeta. Se
trata de un animal de pequeno tamano (unos 3mm de longitud) que se alimenta
principalmente de fruta (Ashburner, 1976; Ashburner, 1989).

Este animal empezo a utilizarse en estudios de laboratorio por W. E. Castle en
1901 por su facil mantenimiento en cautividad y su corto ciclo de vida. En la
universidad de Columbia, en 1909, T.H. Morgan comenz6 a utilizar Drosophila como
modelo de estudios genéticos. Desde entonces el empleo de este organismo modelo se
ha ido extendiendo por todo el mundo y hoy dia esta a la cabeza de los animales mas
empleados en los laboratorios, no solo en los de biologia del desarrollo, sino en
multitud de disciplinas bioldgicas. Este amplio uso experimental ha permitido que se
hayan generado infinidad de lineas mutantes y herramientas genéticas que permiten
realizar gran variedad de experimentos in vivo utilizando esta especie (Ashburner,
1976; 1989).

Gran parte del éxito de esta especie en su empleo en la investigacion animal se
debe a una suma de caracteristicas que la hacen sumamente (til. Gracias a su
pequeno tamano pueden mantenerse grandes poblaciones de estos dipteros en un
minimo espacio. Su alimentacion no resulta problematica y es barata. Son animales
con un claro dimorfismo sexual. Esta caracteristica resulta muy util a al hora de

trabajar con la genética de un organismo. Tienen ademas pocos requerimientos en
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general y basta con mantenerlos a una temperatura adecuada con alimento suficiente
para que se puedan reproducir y se desarrollen perfectamente. Unido a estas
cualidades esta el que el ciclo bioldgico de esta especie se completa en 10 dias si se
mantienen a 25° C. Ademas es un animal que tiene una dotacion cromosomica de n=
3+1, lo que hace mas facil su estudio. Presenta también la ventaja genética de que en
los machos no se produce recombinacion. Mas adn, el genoma de D. melanogaster,
que se encuentra completamente secuenciado, se caracteriza por tener pocos
elementos repetidos y ser pequeno. Esto facilita en sumo grado el estudio de la
funcion de los genes, ya que se minimizan las redundancias.

El ciclo bioldégico de D. melanogaster (figura 3) se compone de una etapa
embrionaria que dura 1 dia, tres estadios larvarios (LI, LIl y LIll) que en conjunto
duran 4 dias (los estadios LI y LIl duran 1 dia cada uno y el estadio de LIl dura 2 dias)
y una etapa de pupa que dura 5 dias. Al finalizar este ultimo estadio emergen de la
pupa los imagos tras la metamorfosis, en perfectas condiciones para reproducirse y
proseguir el ciclo vital con una nueva generacion. Durante esos 10 dias se van
formando las diversas estructuras que forman parte de los individuos adultos. Por

ejemplo, las estructuras cuticulares adultas comienzan a formarse ya en el embrion.

m Fig. 3. Ciclo vital de Drosophila melanogaster
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La subunidad Gai en Drosophila melanogaster

Proteinas G heterotriméricas en Drosophila melanogaster

Los receptores asociados a proteinas G conocidos en Drosophila rondan los 200

(Randall y cols., 2006), y han sido clasificados en 4 familias atendiendo a su
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homologia con los conocidos en vertebrados. Los estimulos a los que responden, como
en el caso de otros organismos, van desde la luz hasta hormonas peptidicas o
neuropéptidos. En Drosophila se conocen cinco genes que codifican proteinas Ga (Gai,
Gao, Gas, Gaq y Gaf), y, a diferencia de mamiferos, existe un Unico gen para cada
tipo de subunidad alpha. De esta manera, la redundancia debida a la existencia de
distintos subtipos no existe (Ishimoto y cols., 2005). Por otro lado, existen 2 genes
que codifican proteinas GB (GB13F y GB76C) y 2 que codifican Gy (Gy?1 y Gy30A)
(http://flybase.indiana.edu). Mutaciones en algunos de estos genes han permitido
esclarecer la funcidn de estas proteinas.

En Drosophila, Gas es necesario para el normal crecimiento y funcién de las
sinapsis neuromusculares, ya que en mutantes para Gas se produce un decremento
significativo del nimero de botones sinapticos, de la extension de la arborizacion
sinaptica asi como de la facilitacion de la actividad sinaptica (Wolfgang y cols.,
2004). De Gas también se conoce su implicacion en la percepcion del dulce,
probablemente a través de la regulacion de los niveles de AMPc (Ueno y cols., 2006).
La expresion de formas constitutivamente activas de proteina Gas deteriora las
habilidades de aprendizaje de la mosca. La proteina Gao de Drosophila participa en la
formacion del corazon (Fremion. F. y cols., 1999), y esta implicada en la ruta de
polaridad celular sefnalizada por Frizzled (Fz) (Katanev y cols., 2005). Ademas, muy
recientemente se ha conocido que también la sefalizacion a través de Gao es
requerida para el aprendizaje asociativo en la mosca (Ferris y cols., 2006). Por
ultimo, de Gaq se conoce su implicacién en el fenomeno de la fototransduccion (Elia y
cols., 2005).

Centrandonos en Gai hemos de decir que el conocimiento de dicha subunidad
ha sido exiguo hasta hace poco tiempo. Los estudios anteriores al comienzo de esta
tesis doctoral (Provost y cols., 1988; Wolfgang y cols., 1990; Wolfgang y cols., 1991;
Wolfgang y cols., 1995) analizaron el patron de expresion espacio-temporal tanto del
ARNm como la proteina Gai mediante northern blot, hibridacion in situ e
inmunohistoquimica en cortes de parafina. La proteina Gai se detecta ya en el
comiezo de la embriogénesis (Provost y cols., 1988; Wolfgang y cols., 1990), lo que
sugiere un fuerte componente materno de la proteina. La presencia de proteina
persiste en la embriogénesis tardia, localizandose principalmente en el sistema
nervioso central (SNC), cardioblasto presuntivo, glandula protoracica y oérganos

cordotonales (Wolfgang y cols., 1990). Los estudios de larva y adulto son mas escasos,
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pero en lineas generales se mantiene la sefal descrita en embriogénesis tardia
(Wolfgang y cols., 1990).

Durante el desarrollo experimental de esta tesis doctoral se han publicado
articulos en los que se ha descrito la implicacion de Gai en fendmenos de division
asimétrica tanto de neuroblastos como de precursores de organos sensoriales, asi
como su participacion en el desarrollo y formacion de la barrera hematoencefalica (Yu
y cols., 2006; Schwabe y cols., 2005).

Papel de Gai en la divisiéon asimétrica de neuroblastos

Recientemente se ha publicado la implicacion de las proteinas G en procesos de
division asimétrica, tanto en Drosophila como en otros organismos como el gusano
C.elegans, la levadura S.cerevisae o en ratéon (Knoblich, 2001; Huttner y Kosodo,
2005). En Drosophila, la implicacion de las proteinas G en este tipo de division, ha
sido estudiada fundamentalmente en neuroblastos, aunque también se ha descrito en
los precusores de los 6rganos sensoriales (SOPs) (Schaefer y cols., 2001; Fenwei Yu y
cols., 2003).

Las neuronas en el sistema nervioso central embrionario de Drosophila derivan
de unos progenitores neurales llamados neuroblastos (NBs). Los neuroblastos se
forman por delaminacion de un epitelio especializado llamado neuroectodermo
ventral. Los NBs se dividen asimétricamente a lo largo del eje apico-basal (figura 4),
produciendo dos células hijas de distinto tamafo e identidad. La célula hija basal es
la mas pequefa y se llama Célula Madre Ganglionar (CMG), que sufre solo una division
mas para producir dos neuronas, o una neurona y una célula glial. La célula hija apical
es la mas grande, retiene la identidad de neuroblasto y sufre distintas divisiones
asimétricas de las cuales surgen distintas CMGs basales (Jan y Jan, 2001; Knoblich,
2001; Fuse y cols., 2003; Betschinger y Knoblich, 2004; Wang y Chia, 2005; Yu y cols.,
2006).

Para que estas divisiones asimétricas se produzcan de la forma correcta han de
cumplirse tres requisitos fundamentales: (1) La correcta localizacion y segregacion de
determinantes de destino celular (tales como Prospero y Numb asi como sus proteinas
adaptadoras Miranda y Pon respectivamente), (2) la orientacion apico-basal del huso
mitotico, y (3) la generacion de un huso mitotico asimétrico, con una predominancia
del huso apical (figura 4). Esta asimetria en el huso es la responsable directa de la

diferencia de tamanos entre las células hijas (Knoblich 2001; Giansanti y cols., 2001;



30

Cai y cols., 2003). Para que los determinantes de destino celular se segreguen de
forma correcta, la orientacion del huso mitotico ha de estar coordinada con la

localizacion de estos determinantes (Wang y Chia, 2005).
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Fig. 4. Componentes de la division asimétrica de neuroblastos. Tanto la localizacién asimétrica de
los determinantes de destino celular, como la orientacion y asimetria del huso son controlados por el
complejo apical, que comprende dos rutas de sefalizacion parcialmente redundantes:
DmPar6/Bazooka/DaPKC (llamadas en su conjunto proteinas Par) y Pins/Gai(Gao) - Loco/Gai(Gao). La
localizacion basal de los determinantes depende fundamentalmente de las proteinas Par, mientras que
Pins/Gai/Loco tienen un papel predominante en la orientacion del huso mitotico. Sin embargo, ambos
complejos parecen presentar cierta redundancia funcional en la determinacion de la asimetria del
huso, y por tanto en la generacion de dos células de diferente tamario. El heterodimero GBy libre (y
por tanto activo) es requerido para la localizacion asimétrica de los componentes apicales, y para la
formacion de un huso asimétrico, pero la relacion jerarquica de GBy respecto a los demas

componentes no esta clara. Modificado de Cai y cols., 2003

Estos aspectos de la divisiobn asimétrica son controlados por un complejo
proteico localizado apicalmente (complejo apical) que comprende dos rutas de
sefalizacion parcialmente redundantes: DmPar6/Bazooka/DaPKC (llamadas en su
conjunto proteinas Par) y Pins/Gai(Goo)-Loco/Gai(Gao), siendo la proteina
Inscuteable el nexo de union entre las dos rutas (figura 4). Las proteinas del complejo
apical Pins y Loco poseen dominios denominados GoLoco, los cuales poseen actividad
GDI, es decir, mediante este dominio tienen la capacidad de unirse a la subunidad Gai
cuando esta esta unida a GDP, estabilizando este complejo y liberando (y por tanto
activando) al heterotrimero By (Kimple y cols., 2002; Yu y cols., 2005). Tanto Loco

como Pins compiten por su union a Gai.
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Mutaciones que afecten a algin componente del complejo apical conducen a
defectos en la orientacion del huso mitotico y en la localizacion de los componentes
basales, aunque apenas se vera afectada la asimetria del huso (Kraut y col, 1996; Yuy
cols., 2000; Kaltschmidt y cols., 2000; Petronczki y Knoblich, 2001; Kaltschmidt y
Brand, 2002; Cai vy cols., 2003; Yu y cols., 2003). Para que estos defectos aparezcan
con una alta frecuencia, y para que la asimetria de huso se vea afectada (produciendo
células hijas del mismo tamafno) es necesario mutar componentes de ambas vias, que
muestran por tanto cierta redundancia en sus funciones (Cai y cols., 2003). Sin
embargo, a pesar de existir cierta redundancia, parece que la localizacion basal de
los determinantes depende fundamentalmente de las proteinas Par, mientras que
Pins/Gai/Loco tienen un papel predominante en la orientacion del huso mitotico.
Ambos complejos participan en la determinacion de la asimetria del huso (Wozard y
cols., 1999; Schober y cols., 1999; Betschinger y cols., 2003; Izumi y col, 2004). A su
vez, la correcta localizacion de Pins-Gai durante la delaminacion del neuroblasto
depende de las proteinas Par (Cai y col, 2003; lzumi y cols., 2004). Sin embargo,
cuando el neuroblasto ha completado el proceso de delaminacion, la localizaciéon de
todas las proteinas es dependiente unas de otras, de manera que en ausencia de un
miembro las otras se muestran parcialmente deslocalizadas (Schober y cols., 1999;
Wodarz y cols., 1999; Schaefer y cols., 2000; Cai y cols., 2003).

La pérdida de funcion tanto de Gai como de Pins o Loco causa un fenotipo muy
similar: el 21% de los NBs embrionarios presentan alterada la division asimétrica. Es
importante observar el bajo porcentaje con el que aparece este fenotipo, que parece
deberse por un lado a la posible redundancia de funciones que presenta el complejo
apical, y por otro a la redundancia que muestran Gai y Gao en la regulacion del
heterodimero GRy, el cual también tiene un papel activo en el fenomeno de la
division asimétrica (Yu y cols., 2003; Yu y cols., 2005).

El heterodimero GBy esta formado por las subunidades GB13F y Gy1. El analisis
de la pérdida de funcion de GB13F o Gy1, asi como de la sobre-expresion de Gai o
Goo en neuroblastos, que produce un secuestro del heterodimero GRy, han
demostrado que GRy libre (y por tanto activo) es requerido para la localizacion
asimétrica de los componentes apicales, y para la formacion de un huso asimétrico
(Schaefer y cols., 2001; Fuse y cols., 2003; Yu y cols., 2003; Yu y cols., 2005). Sin
embargo la relacion jerarquica de GBy respecto a los demas componentes no esta
clara. Ademas, en mutantes de falta de funcion para cualquiera de los componentes

del heterodimero GRy se reducen los niveles de proteina Gai, parece ser que por
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degradacion de la misma (Schaefer y cols., 2001). Entonces, dado que los niveles de
Gai regulan los de GRy y viceversa, se torna muy dificil establecer una relacion
jerarquica entre ellos.

La liberacion, y por tanto la activacion del heterodimero GBy no parece
realizarse a través de receptor, sino de manera redundante a través de la actividad
GDI de los dominios GoLoco de las proteinas Pins y Loco. Estas proteinas facilitarian la
disociacion del heterodimero uniéndose y estabilizando a la Gai unida a GDP
(Takesono y cols., 1999, Natochin y cols., 2000 y Schaefer y cols., 2001). La falta de
funcion simultanea de Pins y Loco produce defectos fenotipicos indistinguibles de
aquellos observados en la falta de funcion de GB13F o Gy1 (Yu y cols., 2005),
mientras que la falta de funcion de Gai produce defectos en muy bajo porcentaje.
;Como se explica esta aparente contradiccion? Basandonos en el fenotipo de falta de
funcion, podemos decir que Gai parece jugar un papel menos importante que GBy en
la generacion de un huso asimétrico, y por tanto en la generacion de células hijas de
distinto tamano (Yu y cols., 2005). Sin embargo, Pins y Loco son esenciales para la
activacion de GBy, componente esencial en este proceso. Se ha demostrado que
ambas proteinas también se unen y regulan a Goo. Gao se expresa en neuroblastos y
la sobre-expresion de Gao produce alteraciones en el patron de division de
neuroblastos. Ademas, Gao es esencial en la division asimétrica de los precursores de
los 6rganos sensoriales (SOPs). Por tanto, es posible que Goo tenga un papel
predominante sobre Gai, pero para responder a esto hay que esperar a poder analizar
la pérdida de funcion de Gao (mutacciones Gao™ son letales en la linea germinal).

Por ultimo, el correcto balance entre los niveles de Gai-GDP y Gai-GTP, vy
probablemente de Gao-GDP/Gao-GTP, son cruciales para la localizacion asimétrica de
los componentes apicales, debido a que la liberacion del complejo GBy depende del
guanilnucleotido unido a la subunidad Gai. Este balance esta regulado, al menos en
gran parte, por el dominio RGS que posee la proteina Loco, que, como ya hemos
comentado anteriormente, tiene actividad GAP, que facilita la conversion de GTP en
GDP en Gai, y por tanto inhibe asi la sefalizacion de las proteinas G (Yu y cols., 2001;
Yu y cols., 2005). Por tanto, la proteina Loco estaria regulando la actividad de las
proteinas G a través de dos mecanismos distintos, uno mediante el dominio GolLoco
(actividad GDI), con el que permitiria la liberacion del complejo By, y el otro
mediante el dominio RGS (actividad GAP), con el que obligaria a la reasociacion del
heterotrimero y pondria fin de esta manera a la sefalizacion de las proteinas G (Wang
y cols., 2005).
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En el caso de los precursores de o6rganos sensoriales (SOPs), la division
asimétrica ocurre esencialmente de una manera muy similar, salvo que Inscuteable no
participa en ella. Las células se dividen asimétricamente en el eje antero-posterior
con los mismos mecanismos que en el caso de los neuroblastos, para lo que requieren
por tanto la participacion del complejo Pins/Gai/Loco/Gao. Por tanto, la
participacion de las proteinas G es también imprescindible en este proceso, aunque
en este tipo celular esta demostrado que Goo es el componente esencial, que
transduce la senal de polaridad activada por la union del ligando Wingless (Wg) al
receptor Frizzled (Fz), mientras que, de nuevo, Gai desempena un papel secundario
(Katanaev y cols., 2005; Katanev y Tomlinson, 2006). La sefalizacion Wg-Fz esta muy
conservada a lo largo de la escala evolutiva (Wang y Malbon, 2006).

Como hemos comentado, recientemente se ha publicado la implicacion de las
proteinas G en procesos de division asimétrica en raton (Mus musculus), demostrando
una vez mas, el alto grado de homologia, no solo en estructura sino también en
funcion, que presenta este tipo de proteinas a lo largo de la filogenia (Knoblich, 2001;
Huttner y Kosodo, 2005).

Papel de Gai en el desarrollo de la glia de Drosophila melanogaster

Historicamente, las neuronas han sido el centro de atencién de aquellos que se
han interesado en el estudio el sistema nervioso, independientemente del modelo
animal elegido. Sin embargo en los Ultimos afos la glia esta mostrando ser el gigante
dormido de la neurociencia, y poco a poco, el velo de misterio que la rodea va
desapareciendo segln se le van otorgando nuevas e importantes funciones.

Las células de la glia estan intimamente asociadas a las neuronas; en los
humanos la glia constituye un 90% de la masa cerebral. Se ha comprobado que la
diversificacion de las células gliales correlaciona con un aumento de la complejidad
del sistema nervioso. Esta observacion esta siendo confirmada por el creciente

numero de funciones que les esta siendo asignada a la glia (Jones, 2004).

Homologia funcional entre la glia de vertebrados e invertebrados

Las homologias funcionales entre la glia de vertebrados e invertebrados son
mas grandes de lo que se pensaba. En vertebrados e invertebrados, tanto en el SNC

como en el sistema nervioso periférico (SNP), las células de la glia no actian como un
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sustrato pasivo en el que crecen y se desarrollan las neuronas y las redes que éstas
conforman, sino que las células gliales contribuyen a la migracion de las neuronas a
través de la produccion de pistas, reguladas por rutas como la del Epidermal Growth
Factor (EGF). Asi por ejemplo, en el caso del SNC de Drosophila, la glia lateral del
neuropilo responde a la proteina Vein secretada por los axones, que se une y activa
al receptor de tipo EGF en las células gliales (Griffiths e Hidalgo, 2004). Estas mismas
interacciones de senalizacion también existen entre neuronas y glia en el desarrollo
embrionario de vertebrados, donde se han identificado rutas en las que participa de
nuevo un receptor del tipo EGF. Cabe destacar que aqui la complejidad es mayor que
en el caso de Drosophila, ya que por ejemplo se han identificado varios genes que
codifican receptores del tipo EGF (Seep y cols., 2003). Entre los ligandos de la ruta de
vertebrados resenamos que se ha identificado un homodlogo de Vein llamado
Neurogulina, aunque en el caso de vertebrados la Neurogulina actla en el SNP.
Errores en la ruta de sefalizacion del tipo EGF resultan en defectos de fasciculacion
tanto en axones sensoriales como axones motores (Seep y cols., 2003). En este sentido
es digno de mencionar las similitudes entre vertebrados e insectos en el papel que
juega la glia, mediante interacciones similares a las anteriormente descritas, en el
proceso de formacion tanto de la retina como del bulbo olfativo (Tayler y cols., 2004,
Tolbert y cols., 2004).

Volvemos a encontrar homologias funcionales en el caso de la proteccion idnica
que ofrece la glia a las neuronas y sus axones. En el caso de los insectos, la hemolinfa
que poseen contiene una alta concentracion de iones potasio. Para evitar la entrada
de estos iones en el liquido que bafna a las redes neuronales, se ha desarrollado una
barrera hematoencefalica creada por las células gliales de superficie. La barrera fisica
esta formada por uniones septadas que sellan las células que conforman esta barrera.
En el SNP también existe una barrera que fisicamente impide la permeabilidad de los
iones. Esta barrera la conforman las células gliales que rodean a los axones, las cuales
estan intimamente unidas de nuevo por uniones septadas (Daneman y Barres, 2005;
Schwabe y cols., 2005). Por otro lado, en el fluido que bana a los axones, las
concentraciones idnicas (principalmente de Na" y K*) se mantienen gracias a la accion
de bombas situadas en las células gliales que rodean a estos axones (Lane y cols.,
1982). Esta es una funcién altamente analoga a la que realizan las células gliales en el
sistema nervioso de vertebrados, donde juegan un papel crucial manteniendo los
niveles de K* mediante la utilizacion de bombas analogas a las identificadas en

insectos (Kofuji y Newman, 2004).



35

Ademas de la homeostasis ionica y las funciones de barrera, la glia de los
insectos juega un papel importante en las interacciones metabodlicas con los axones a
los que rodean, otra caracteristica comiun con la glia de vertebrados. Existen
evidencias de que la glia de Drosophila tiene un papel activo en la re-captacion de
neurotransmisores en la hendidura sinaptica, pudiendo jugar cierto papel modulador
en la sinapsis (Besson y cols., 1999). En la glia de vertebrados, concretamente en los
astrocitos, también son bien conocidos estos fenomenos de recaptacion (Marcaggi y
cols., 2004).

Desarrollo de la glia en Drosophila melanogaster: implicacion de la sehalizacion

por proteinas G heterotriméricas

En el embrion de Drosophila encontramos aproximadamente 60 células gliales y
700 neuronas en cada neuromero abdominal, es decir, la glia representa
aproximadamente el 10% de las células que componen el SNC. Estas células gliales se
han clasificado atendiendo a la posicion, morfologia y, fundamentalmente, por la
expresion de marcadores moleculares. Basandonos en la posicion y en la expresion de
dichos marcadores, podemos realizar una clasificacion muy Gtil de las células de la
glia (figura 5). Esta clasificacion dividiria la glia en dos grandes grupos: la glia lateral
y la glia de la linea media (Klambt y cols., 1996; Granderath y cols., 1999).

La glia de la linea media esta situada dentro del neuropilo, tiene su origen en
el mesectodermo, y su desarrollo depende de genes de polaridad segmental, que
determinan valores posicionales, y del gen single minded (Crews y cols., 1988;
Hummel y cols.,1999). La funcion principal de este tipo de glia es la separacion de las
comisuras (dos paquetes axonales que unen de forma metamérica a los dos tractos
axonales longitudinales, de manera que la comisura anterior y la comisura posterior
establecen el principio y fin de cada metamero neuronal o neuromero) y la correcta
organizacion de fasciculos axonales en las comisuras (Shandala y cols., 2003).

La glia lateral es un grupo heterogéneo de células provenientes del
neuroectodermo ventral que comprende: la glia de superficie (que a su vez se
subdivide en glia de salida, glia subperineurial) que forma la barrera
hematoencefalica, las células de la glia del cortex (también llamadas células gliales
del cuerpo celular), y la glia lateral del neuropilo (que a su vez comprende células

gliales Ay B y la glia longitudinal) (ver figura 5) (Jacobs y cols., 1989; Klambt y cols.,
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1991; Udolf y cols., 1993; Ito y cols., 1995; Bossing y cols., 1996; Campos Ortega y
Hartenstein, 1997; Schimidt y cols., 1997; Schimid y cols., 1999; Sepp y cols., 2000).
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Fig. 5. Clasificacion de la glia de Drosophila melanogaster.

Disposicion de los distintos tipos de células gliales en la cuerda
ventral embrionaria de Drosophila melanogaster. La glia
mayoritariamente se clasifica en dos grandes grupos: la glia de
la linea media y la glia lateral. La glia lateral es un grupo
heterogéneo de células, que comprende: la glia de superficie
(incluye glia de salida y glia subperineurial), que forma la
barrera hematoencefalica;. las células de la glia del cortex
(también llamadas células gliales del cuerpo celular); y la glia
lateral del neuropilo (que a su vez comprende células gliales A y
B y la glia longitudinal) (modificado de Granderath y cols.,
1999)

El desarrollo y la temprana diferenciacion de todas las células de la glia lateral
(entre ellas la glia lateral del neuropilo) dependen estrictamente de la funcion de un
gen maestro denominado gcm (glial cells missing) que codifica un factor de
transcripcion que actia a modo de interruptor. Las células que expresan gcm
adquieren caracteristicas gliales, mientras que la ausencia de gcm especifica
caracteristicas neuronales, determinando asi la correcta inicializacion de la
gliogénesis (Hosoya y cols., 1995; Jones y cols., 1995; Vincent y cols., 1996; Klambt y
cols., 2001).

Las siguientes etapas de la gliogénesis lateral ocurren a través de la activacion
transcripcional de genes diana situados jerarquicamente por debajo de gcm. Por un
lado se persigue promover la diferenciacion celular de la glia, mediante la activacion

de los factores de transcripcion Repo y Pointed. Los genes que codifican ambas
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proteinas son dependientes de gcm, se expresan en toda la glia lateral y estan
implicados en el programa de desarrollo tardio y diferenciacion glial. De manera
simultanea se impide el desarrollo neuronal mediante la activacion del represor
transcripcional codificado por el gen tramtrack p69 (ttkp69), el cual es un inhibidor
del destino neuronal (Giesen y cols.,1997; Granderath y Klambt, 2000; Klambt y cols.,
2001; Jones, 2001; Jones, 2004). Sin embargo, esta compleja red reguladora que
encontramos jerarquicamente por debajo de gcm no es estrictamente lineal. Se ha
comprobado que tanto gcm como repo, pointed y ttkp69 aparecen cooperando en el
mantenimiento de la expresion de otros genes especificos de glia.

Uno de estos genes es loco, protagonista también en el apartado de la division
asimétrica. El gen loco fue aislado por Granderath y colaboradores en una busqueda
de genes criticos para el desarrollo tardio y diferenciacion de la glia (Granderath y
cols., 1999). Este mismo grupo describe a Loco como una proteina con un dominio Go-
Loco y un dominio RGS (con actividad GAP) que interacciona fisicamente con Gai. La
expresion inicial de loco es dependiente de la funcion de gcm, pero durante estados
posteriores del desarrollo embrionario la transcripcion de loco parece estar bajo
control directo de pointed y repo (Granderath y cols., 1999; Yuasa y cols., 2003).

loco se expresa a lo largo del desarrollo en toda la glia lateral. Los embriones
mutantes loco tienen una morfologia general normal, pero tienen problemas para salir
del huevo. En estudios inmunohistoquimicos realizados en estos embriones mutantes,
en los que se analiza la expresion de marcadores especificos de la glia lateral, se
observa que los nucleos de las células de la glia lateral aparecen en una posicion mas
variable que en individuos silvestres (Granderath y cols., 1999). Analisis
ultraestructurales de mutantes homocigéticos [oco revelan defectos en la
diferenciacion de la glia lateral, concretamente en la glia de superficie que forma la
barrera hematoencefalica (Daneman y Barres, 2005; Schwabe y cols., 2005). La
barrera hematoencefalica la constituye la glia de superficie al final del desarrollo
embrionario. Esta barrera rodea al SNC, aislandolo de la alta concentracion de potasio
que presenta la hemolinfa, y garantizando por tanto la correcta propagacion de los
potenciales de accion. En los mutantes loco, las células gliales de superficie tienen
dificultades para envolver y sellar correctamente los tractos axonales longitudinales
del SNC, lo que deriva en un aislamiento idnico defectuoso por parte de dicha
barrera. Rara vez nace algun individuo adulto mutante homocigético para el gen loco,
pero cuando lo hace muestra danadas las capacidades locomotoras (de ahi el nombre

del gen). Concluyendo, Loco participa en el desarrollo final y diferenciacion celular
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de la glia lateral en general y de la glia de superficie en particular (Granderath vy
cols., 1999; Daneman y Barres, 2005; Schwabe y cols., 2005).

Se han identificado mas componentes que trabajan junto con Loco en la
formacion de la barrera hematoencefalica. Estos componentes son: un receptor
acoplado a proteinas G llamado Moody y las subunidades Gao, Gai y GBy de las
proteinas G heterotriméricas. En ultima instancia, son las uniones septadas entre las
células gliales de superficie las que fisicamente mantienen la impermeabilidad ionica
de la barrera hematoencefalica. Para la correcta formacion y mantenimiento de estas
uniones septadas se requiere la estabilizacion de la actina cortical, y las Gltimas
investigaciones demuestran que las proteinas G (Gao, Gai y GBy) regulan y estabilizan
la disposicion de esta actina cortical, y por tanto las uniones septadas. Estudios de
falta de funcidn y sobre-expresion demuestran que GBRy y Gao tienen un papel mas
activo en la estabilizacion de la actina cortical, mientras que Gai parece participar
indirectamente en este proceso, regulando al heterodimero GBy. Asi que mientras
que la falta de funcidon de Gao resulta en defectos importantes en la formacion de la
barrera hematoencefalica, la falta de funcion de Gai produce defectos leves. Por otro
lado, la sobre-expresion en glia de formas silvestres tanto de Gai como de Gao
provoca defectos importantes en la formacion de esta barrera, probablemente a
causa del secuestro de GBy (Daneman y Barres, 2005; Schwabe y cols., 2005).
Finalmente, la sobre-expresion glial de formas constitutivamente activas de Gai no
tiene efectos sobre el desarrollo de la barrera hematoencefalica, mientras que formas
constitutivamente activas de Goo alteran profundamente la barrera
hematoencefalica, lo que sugiere que la accién de Gao-GTP, pero no de Gai-GTP,
sobre sus efectores tiene un papel relevante en la formacion de la barrera
hematoencefalica. En este esquema, el receptor Moody actuaria como regulador
positivo de las proteinas G, y Loco (a través de su dominio RGS) como regulador
negativo. Sin embargo, sorprendentemente, la pérdida de funcién de ambos producen
el mismo fenotipo: una interrupcion del aislamiento de las neuronas del SNC. Este
fenomeno no es comin, y normalmente se observa en rutas que generan una sefal, o
bien localizada, o bien cuantificada en esa célula (Daneman y Barres, 2005; Schwabe
y cols., 2005).

Al inicio de esta tesis doctoral apenas se conocian funciones de Gai en
Drosophila. A lo largo del desarrollo experimental de esta tesis han ido apareciendo

publicaciones en las que se han ido descubriendo implicaciones de esta subunidad en
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la fisiologia y desarrollo de este organismo. Sin embargo, los resultados publicados, en
los que se implica a Gai en fenomenos de division asimétrica y formacion de la
barrera hematoencefalica, sugieren que Gai tiene una funcion secundaria en estos
procesos, y que el protagonismo real lo adquiere GBy y/o Gao. En ambos procesos, se
cumple que: 1) la falta de Gai produce fenotipos mucho mas leves que la falta de Gao
y/0 GBy; 2) la sobre-expresion de formas constitutivamente activas de Gai no genera
fenotipos aparentes, mientras que la sobre-expresion de formas constitutivamente
activas de Gao altera gravemente el proceso; y 3) la sobre-expresion de formas
silvestres de Gai y Goo da lugar a alteraciones graves, aparentemente por el
secuestro de GBy. Nuestro objetivo es identificar procesos en los que Gai tenga un
papel principal. Para ello, en el desarrollo de esta tesis doctoral, hemos a estudiado
con detalle el papel que tiene la subunidad Gai en el desarrollo de Drosophila,
estudiando en detalle diferentes aspectos de la fisiologia y desarrollo de Drosophila

melanogaster.

Antecedentes

Aislamiento de mutantes en el gen que codifica la proteina Gai en Drosophila

melanogaster

Una mutagénesis de ganancia de funcion realizada por la Dra. Torroja identifico
el producto del gen Gai como una proteina candidata a participar en procesos de
trafico vesicular en neuronas. La mutagénesis de ganancia de funcidn se basa en el
sistema UAS-Gal4 (Brand y Perrimon, 1993; ver materiales y métodos), y permite
sobre-expresar genes al azar en tejidos especificos de Drosophila, en busca de
fenotipos concretos. Los elementos Gal4 y UAS se introducen en la mosca mediante
elementos P transponibles que se insertan al azar en el genoma (ver materiales y
métodos para una explicacion mas detallada de estas técnicas). Una de las inserciones
(del tipo UAS) se produjo en el primer exén del gen que codifica la proteina Gai (ver

figura 6). Este elemento P se llamé P(y'=UAS) Gai*®’.
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Fig. 6. Mapa de alelos mutantes en Gai de Drosophila. El esquema superior muestra el primer exon
(rectangulo gris) del gen Gai con la insercion P(y*)UAS presente en el alelo P(y+=UAS)Gai367, flanqueado
por secuencias intronica (rectangulos blancos abiertos). Debajo, las barras representan las regiones
delecionadas en cada uno de los alelos mutantes generados a partir de P(y+=UAS)Gai367. El mutante Gai43
deleciona la practica totalidad del primer exon (excepto los 52 primeros nucleétidos), incluida la sefal de
iniciacion de traduccion ATG, todo el elemento P y 194 nucledtidos del primer intron. El alelo GaiVAs44
tiene delecionado gran parte del primer exdn, dejando intactos los 52 primeros y los 13 ultimos
nucleotidos del mismo y la totalidad del elemento P (por tanto conserva tanto las secuencias UAS como el
marcador y*). Al mutante GaiV4547 |e falta la practica totalidad del primer exon (incluyendo el ATG de
iniciacion) y gran parte del primer intron (hasta el nucleétido 3753), aunque desconocemos la extension de
la delecion en la region 5’ del gen (barra verde). En éste mutante, el elemento P esta parcialmente

delecionado, habiendo perdido el marcador y+ aunque conserva las secuencias UAS.

A partir de la insercion P(y'=UAS) Ga’®’, y mediante el uso de técnicas genéticas
de movilizacion de transposones (Preston y cols., 1996; Preston cols., 1996), se
generaron las lineas mutantes: Gai “*** | Gai®3, Gai ", con deleciones en la region
5" del gen Gai (Figura 6). Estas tres mutaciones delecionan el codén ATG de inicio de
la traduccién. El mutante con mayor parte delecionada es Gai Y%, al que le falta la
practica totalidad del primer exén (incluyendo el ATG de iniciacion) y gran parte del
primer intron. El elemento P, en éste mutante, esta parcialmente delecionado,
habiendo perdido el marcador y* aunque conserva las secuencias UAS. La delecion de

Gai ® cubre la practica totalidad del primer exén (excepto los 52 primeros
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nucleétidos), todo el elemento P y 194 nucledtidos del primer intrén. El alelo Gai Y4%*

tiene delecionado parte del primer exon, excepto los 52 primeros y los 13 Ultimos
nucledtidos del mismo. Este mutante mantiene intacto el elemento P (por tanto
conserva tanto las secuencias UAS como el marcador y").

Al inicio de esta tesis doctoral no estaban publicados otros mutantes en el gen

Gai aislados en Drosophila.



Objetivos
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El objetivo del presente trabajo es indentificar los procesos en los que Gai juega
un papel predominante, en el desarrollo y fisiologia de Drosophila melanogaster, y
especialmente en el sistema nervioso central de este organismo. Para conseguir este

objetivo nos hemos propuesto:

1.- Estudio detallado del patrén de expresion espacio-temporal del gen Gai, poniendo
especial atencion a la expresion que pueda tener en el SNC. Para poder realizar este
estudio nos proponemos generar una herramienta que nos permita expresar genes

marcadores bajo el promotor del gen Gai.

2.- Caracterizacion y analisis del fenotipo de los mutantes de falta de funcién para el
gen Gai de Drosophila generados en nuestro laboratorio. Este analisis lo realizaremos
a lo largo del desarrollo de Drosophila, incidiendo de forma especial en el sistema

nervioso.

3.- Estudio del efecto de la expresion ectopica de formas normales y mutadas de la
proteina Gai.



Materiales y métodos

44
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Estirpes de Drosophila

Todas las estirpes utilizadas pertenecen a la especie Drosophila melanogaster.
Su cuidado y manipulacion se realizd siguiendo técnicas clasicas descritas por
Asburner (1989). Todas las estirpes fueron cultivadas en un medio compuesto por
azucar (7 %), agar (1.15 %), levadura (10 %) y harina de trigo (5 %), utilizando acido
propidénico (0.5 %) como antimicético, y crecidas a 25 °C con una humedad relativa
del 60% y bajo un ciclo de 12 horas de luz-oscuridad.

Las cepas utilizadas como tipo silvestre fueron Canton Sy Oregdn R. Para el
desarrollo de este trabajo se han usado las siguientes estirpes de moscas:
- Para el estudio del patron de expresion: las linea UAS-GFPnls (Bloomington Stock
Center) y UAS-lacZ (Brand y Perrimon, 1993).
- Para la transposicion dirigida: las lineas v w P(w')Gal4;AbdB"**/TM3 Sb, ry°%
DfC7/TM3 Sb A2-3 ,y y w;TM3 Sb/TM6B (cedidas todas ellas por G. Morata).
- Los alelos mutantes utilizados para el estudio de falta de funcién han sido: Gai¥**,
Gai"** y Gai® (creados por la Dra. Torroja en el laboratorio de la Dra. White).
- Para el estudio de sobre-expresion de la subunidad Gai: las lineas w;UAS- Gai(ll) y
w; UAS- Gai(lll) (cedidas por el Dr. Forte).
- Para el estudio de la expresion de formas constitutivamente activas: w;UAS- Gai

constitutiva (1) y w;UAS- Gai constitutiva (lll) (cedidas por el Dr. Forte).

Sistema Gal4-UAS

Este sistema, desarrollado por Brand y Perrimon (1993), consiste en introducir
en el genoma de Drosophila un activador transcripcional de levaduras llamado Gal4.
Esta mosca transgénica se cruza con otra en la que se ha insertado una secuencia
UAS, a la que reconoce y se une Gal4 (figura 7). Este sistema permite expresar, de
manera especifica, el gen localizado en posicion 3 a las secuencias UAS en aquellos
tejidos donde se expresa el activador transcripcional Gal4.

Estos dos elementos (el ADNc que codifica el Gal4 y la secuencia UAS) se
introducen en la mosca por medio de elementos P. Los elementos P son transposones
especificos de D.melanogaster que utilizan para la transposicion la recombinasa
denominada transposasa, que reconoce las repeticiones terminales invertidas del

elemento P para movilizarlo e insertarlo en el genoma. Durante los ultimos afnos se ha
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ido perfeccionando su manejo y hoy en dia son la columna vertebral de la mayoria de
las investigaciones genéticas de Drosophila. Para poder seguirles la pista en el
genoma, estos elementos P llevan un marcador que produce algin rasgo fenotipico
(como el gen w' que produce ojos rojos, o el gen y* que produce un color de cuerpo
normal) cuando se colocan en un fondo genético mutante para ese marcador. Estos
elementos P se introducen en un vector plasmidico y mediante microinyeccion se

integran en el genoma de la mosca.

UAS:Gen X

Enhancer
) GEN X —
| GALY o ¢

Expresion celular y tisular Activacion transcripcional del
especifica de GAL4 UAS:Gen X

Fig.7. Sistema Gal4-UAS. Este sistema, desarrollado por Brand y Perrimon (1993), consiste
en introducir en el genoma de Drosophila el activador transcripcional de levaduras Gal4.
Esta mosca transgénica se cruza con otra en la que se ha insertado una secuencia UAS, a la
que reconoce y se une Gal4. Este sistema permite expresar, de manera especifica, el gen
localizado en posicion 3° a las secuencias UAS (gen X) en aquellos tejidos donde se expresa

el activador transcripcional Gal4. (Modificado de Brand y Perrimon, 1993).

El sistema Gal4-UAS nos permite varias opciones:
a) Expresar un gen conocido en tejidos y momentos especificos conocidos: se
introduce el ADNc del Gal4 con un promotor conocido, y las secuencias UAS
unidas a un gen también conocido.
b) Expresar un gen conocido en tejidos y momentos al azar: en este caso las
secuencias UAS se colocan 5° de un gen conocido, pero el ADNc Gal4 se inserta

al azar en el genoma de la mosca y se seleccionan las lineas en las que la
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expresion de Gal4 se dirige por un enhancer genomico con un patron de
expresion que nos pueda interesar (que seleccionamos utilizando marcadores
tipo UAS-GFP o UAS-Lacz).

c) Expresar genes al azar en un tejido y momento conocido: El ADNc del Gal4
se inserta asociado a un promotor conocido o con un patron concido, mientras
que las secuencias UAS se insertan al azar, normalmente en la region 5 del

gen.

Esta Ultima modalidad se llama una blUsqueda o mutagénesis por ganancia de
funcion y es la que se utilizd para aislar la insercion en el gen Gai del P(y")UAS. Este
elemento P lleva como marcador el gen y* (que produce un color de cuerpo normal,
reconocible en un fondo mutante). En este trabajo hemos sustituido este P(y*)UAS por
un elemento Gal4, para poder expresar un gen conocido en los momentos y tejidos
conocido en donde de manera normal se expresaria el gen Gai (la primera de las
opciones descritas).

El sistema Gal4-UAS es sensible a temperatura. A 30°C, Gal4 tiene su maxima
actividad transcripcional, de modo que a esa temperatura la trascripcion del gen
asociado al UAS sera maxima. Por el contrario, temperaturas por debajo de 18°C dan
lugar a niveles muy bajos de transcripcion. Este hecho es bastante ventajoso porque
permite un mayor grado de flexibilidad, pero también requiere un especial cuidado de
las condiciones térmicas del experimento. Todos los experimentos donde utilizamos el

sistema Gal4-UAS se hicieron a una temperatura constante de 25°C.

Transposicion dirigida

La sustitucion precisa de un elemento P por otro es lo que se llama
transposicion dirigida (Seep y Auld, 1999; vy figura 9), e implica un elemento P diana
(el que se quiere sustituir) y uno donador (por el que se quiere sustituir). Esta técnica
se basa en la conversion génica: cuando a un elemento P se le ahade una fuente
exogena de transposasa (los elementos P que se suelen utilizar estan manipulados
para evitar saltos indeseados de tal modo que no pueden transcribir su propia
transposasa), éste salta dejando unas huellas correspondientes a las repeticiones

terminales invertidas. El cromosoma que porta dicho elemento P (diana) se coloca



48

sobre un cromosoma balanceador que impide el apareamiento entre cromosomas
homologos. El hueco que deja el salto del elemento P diana es rellenado por la
maquinaria de reparacion del ADN, que busca homologia de los extremos rotos en otra
parte del genoma. Por lo anteriormente comentado, la maquinaria de reparacion
obvia al cromosoma homologo como molde, y encuentra homologia en las repeticiones
terminales invertidas del elemento P donador, con lo que el hueco se rellena
utilizando a éste como molde (ver figura 8).

Fig.8 . Transposicion dirigida.

Donador Diana La figura muestra los pasos por

|:m UAS [ los que se produce la sustitucion
[ |

| W= | |Eﬂ'f“'|¢ﬂd'i'f’r.-"m :-2| del elemento P, asi como los

elementos implicados en la

misma: elemento P diana (el que
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I sustituir), y fuente exogena de

| W | |Balanceador| 4, 2-3|
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rellenado por la maquinaria de
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de conversion génica), que busca | |
homologia de los extremos rotos
en otra parte del genoma, y
utiliza las repeticiones invertidas

del elemento P donador.

Para llevar a cabo la transposicion dirigida, los cruces preliminares se disefiaron
para generar estirpes que contuvieran los elementos P diana y donador. Estas estirpes

de elementos P eran usados en las primeras generaciones. El experimento consistia en
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seis generaciones (para simplificar se desarrollé el experimento con la linea original

(v+)UASA4

P(y'=UAS) Ga”® (ver figura 9); en el caso de la deficiencia Gai el desarrollo

seria exactamente el mismo):

1. Machos vy w P(w")Gal4;AbdB'“?/TM3 Sb eran cruzados en masa con virgenes y w;
P(y'=UAS) Gai*®” / TM6B.

2. Machos y w P(w')Gal4;P(y'=UAS) Gai*®’/ TM3 Sb eran cruzados en masa con virgenes
y w P(w')Gal4;AbdB““*/TM3 Sb para generar una linea estable que contenga ambos
elementos P (diana y donador).

3. Virgenes yw P(w')Gal4;P(y'=UAS) Gai*®’/TM3 Sb se cruzaban en masa con machos
ry’% DfC7/TM3 Sb A2-3. Estos machos portan la fuente de transposasa (A2-3)
necesaria para el proceso de transposicion de los elementos P.

4. Todos los machos y w P(w')Gal4;P(y'=UAS) Gai*®’ /TM3 Sb A2-3 eran recolectados
individualmente y cruzados, de forma también individual, con virgenes v w;TM3
Sb/TM6B. En estos machos se ha podido producir el proceso de sustitucion (la
transposicion dirigida en sentido estricto). El cruce con esas hembras se realiza para
quitar la fuente de transposasa (y de este modo evitar que pueda saltar de nuevo) y
para comenzar a estudiar mediante el analisis fenotipico visual si la sustitucion se ha
producido con éxito. La sustitucion podria haber ocurrido en aquellos machos que
sean fenotipicamente y (por lo tanto carecen del elemento P(y)UAS) y w* (y por
tanto portan un P(w")Gal4 en un cromosoma distinto del X).

5. Se recolectaban de forma individual los machos y w; P(w'=GAL4)[ Gai®’]/TM3 Sb
o TM6B, de fenotipo y w'. Estos machos pueden llevar un P(w’) insertado en un punto
distinto de Gai o en Gai. Llegados a éste punto se cruzaban, siempre de forma
individual, de nuevo con virgenes y w; TM3 Sb/TM6B. El resultado de éste cruce nos
indicaba si el nuevo elemento P esta o no en el cromosoma que nos interesa (el tercer
cromosoma), o si por el contrario la insercion se ha producido en otro sitio, en cuyo
caso se desechaba.

6. Se recogian para estudio los posibles individuos v w; P(W'=GAL4)Gai >’/ TM3 Sb o
TM6B de los viales en los que nunca aparecen los dos balanceadores del tercer
cromosoma juntos (esto nos asegura que el nuevo elemento P se encuentra en el
tercer cromosoma). AUn tendremos que comprobar la sustitucion mediante técnicas

moleculares de PCR y secuenciacion.



50

1 ®ywP(W)Gal4;AbdB7/TM3 Sb &'y WiP(y+)367/TM6B
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2 &y w P(w*)Gal4;P(y+)367/TM3 Sb X 2 y w P(w*)Gal4; AbdB'2<Z/TM3 Sb
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COMPROBACION MOLECULAR

Fig.9. Esquema de los cruces necesarios para llevar a cabo la transposicion dirigida. Los dos
primeros cruces estan disefados para generar lineas estables que contengan el elemento P

diana y el donador. En el cruce 3 se introduce la fuente de transposasa necesaria para que se

produzca la escision del elemento diana. El cruce 4 esta disefado para poder estudiar la =
descendencia de los machos donde se ha podido producir la sustitucion, y comenzar a recoger
los primeros candidatos. En el cruce 5 se eliminan falsos positivos y se asegura que la insercion
haya ocurrido en el tercer cromosoma. En el cruce 6 las lineas obtenidas candidatas estan

balanceadas y son estables.

PCR y secuenciacion

Para extraer el ADN gendmico de las moscas de estudio, estas se anestesian en

hielo (unos diez individuos). Se homogeneizan suavemente las moscas en un tampon
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de lisis (10ul de tampon por mosca) cuya composicion es: 0.1M Tris-HCL, 0.1M de NaCl,
0.1M de EDTA y 0.5% de SDS, que se debe anadir siempre al final (Sambrook y cols.,
1989). El liquido resultante se incuba a 65°C durante 30 min, se anade acetato
potasico 8M (14ul/100ul de homogeneizado de mosca) y se mantiene 30 minutos en
hielo. Este homogeneizado se centrifuga a velocidad maxima durante 15 minutos.
Posteriormente se retiran 120ul de sobrenadante, a los que se anade 0.5 vol de
isopropanol y se centrifuga durante 15 minutos mas. Se retira el sobrenadante de esta
ultima centrifugacion, se vuelve a centrifugar unos segundos, y al sobrenadante
restante y se le anaden 200 pl de etanol al 70% frio para precipitar en ADN. Después
de centrifugar 15 min, se retira el etanol, se deja secar el etanol restante y se
resuspende en 150 pl de TE. El ADN se guarda a -20°C.

Un mapa con la situacion de los oligonucledtidos utilizados en PCR se puede ver
en la figura 10: Gi-3 (5 GCA GCA TCT CGA AAT TGT TG3"), Gi-4r (5'TTG TT CAT CCC
ATG CCT TC3"), LT5P (5'GTG TAT ACT TCG GTA AGC TTC GT3"), LT53P (CCA CCT TAT
GTT A), LT-5C (5°CTG AAT AGG GAA TTG GGA ATT CG3"), Gi-6 (5'ATC ATA TTG CGC
ACA GCA AA3"), Gi-2r (5" TCT TCA TCA GGA GCA CGA TCT3") y GAL4r (5'CGA CAC TCC
CAG TTG TTC TTC3"). La PCR usada fue la GeneAmp PCR system 9700 de Applied
Biosystems. El programa de amplificacion consistio en 30 ciclos, con 30 segundos a
94°C (desnaturalizacion), 30 segundos a 55°C (alineamiento) y otros 30 segundos a
72°C (elogacion), en cada ciclo. Todas las reacciones contenian soluciones
estandarizadas de PCR de la casa comercial Roche (con la AmpliTag Gold como
enzima). El ADN amplificado resultante se corrié en un gel de agarosa al 1% en una
fuente de electroforesis EPS 300 de Pharmacia Biotech a 100V. La visualizacion se hizo
mediante la fluorescencia del bromuro de etidio (2pul de bromuro de etidio en 100ml
de agarosa) en un transiluminador de rayos ultravioleta.

Para la secuenciacion, el ADN de las moscas de la nueva linea Gai"™*cAL444

se
extrajo, se amplificd por PCR el fragmento comprendido entre los oligonucledtidos Gi-
4r (oligonucledtido antisentido especifico del gen Gai) y LT-53P (oligonucledtido
especifico los elementos P). El producto de PCR se aisldé en una columna de
purificacion de ADN (GFX PCR de Amersham Pharmacia) y se secuencio en el Servicio
Interdepartamental de Investigacion de la UAM (SIDI), utilizando para ello los

oligonucledtidos antes mencionados.
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Figura 6. Disposicion de los cebadores en el gen Gai. El esquema muestra el exon 1y el inicio del exon 2
(rectangulos) del gen Gai, con la zona codificante coloreada en gris. Las flechas representan la posicion y
orientacion de los oligonuclotidos que se usan para comprobar mediante PCR la correcta sustitucion de un
elemento P por otro, y amplificar por RT-PCR los transcritos de los alelos mutantes.
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Recoleccién y fijacion de embriones

Las puestas de embriones se realizaban sobre placas petri con una papilla
especial para puestas (fabricada con 100 ml de zumo de frutas, 3% de agar, 5.4% de
azucar, todo ello calentado hasta la ebullicion; luego se anade 1ml de acido acético
cuando la temperatura haya descendido de los 60°C, y cuando la papilla adquiera el
estado solido se anade un poco de pasta de levadura sobre la propia placa de puesta).
Sobre la placa petri se coloca un vial del mismo diametro que dicha placa, en el que
el extremo superior del vial esta tapado con una rejilla que permite la ventilacion
pero no permite ni la salida ni entrada de moscas. Las moscas se dejan poniendo
huevos a 25°C durante 16 horas. Posteriormente los huevos se recolectan con ayuda
de un pincel hiimedo y una micropipeta, y se echan a un pocillo con agua. Cuando se
han recolectado todos se lavan profusamente con agua hasta asegurarse que nos
hemos desprendido de todas las impurezas. Se decorionan con una solucion del 50% de
lejia y 50% de agua (hasta ver bajo la lupa que ha desaparecido el corion). Se vuelven
a lavar varias veces con agua. Con ayuda de un pincel seco se echan en un recipiente
con una solucion de 50% heptano y 50% de paraformaldehido (al 4% en un tampon
fosfato), y de este modo se fijan durante 20 minutos en continua agitacion. Luego se
quita la fase inferior (fijador), se anade metanol, y se agita fuertemente durante un
minuto (de este modo los embriones se desprenden de la membrana vitelina).
Posteriormente se retira la fase correspondiente al heptano (que es la superior) y se
anade metanol. Se lava en metanol tres veces. Por Ultimo se lavan 3 x 20 minutos con
PBT+NGS 3% para rehidratarlos y bloquearlos, y se les somete al protocolo de
inmunohistoquimica que se explica en un apartado posterior. Para estadiar a los
embriones hemos utilizado los criterios de Campos Ortega y Hatenstein (Campos

Ortega y Hatenstein, 1997).

Diseccion y fijacion de ganglios nerviosos

Los ganglios nerviosos de larvas se diseccionan en PBS, y se fijan en
paraformaldehido (al 4% en un tampoén fosfato) durante 30 minutos. Posteriormente
se lavan y permeabilizan dos veces 10 minutos en PBT y después se tratan con el

protocolo de inmunohistoquimica que podemos ver en un apartado posterior.
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En el caso de los ganglios adultos en primer lugar se recolectan las moscas
adultas y se les quita las patas, las alas, y la probdscide, para que posteriormente se
puedan fijar y pueda penetrar el fijador en la mosca. Esta primera fijacion dura 20
minutos. Después se realiza la extraccion del ganglio y/o cerebro (el medio que se
emplea para ello es el mismo fijador) y se dejan fijando otros 20 minutos mas.
Después se realizan dos lavados de 10 minutos en PBT y se les aplica el protocolo de

inmunotincion descrito en un apartado posterior.

Visualizacion de los musculos de la pared larvaria y sus uniones

neuromusculares

Para visualizar el patron segmental del sistema neuromuscular larvario el
protocolo de diseccion es el siguiente: en primer lugar la larva se fija mediante
alfileres entomologicos, lo mas estirada posible, en posicion dorsal sobre una placa
petri cuyo suelo es de silgar (material que permite la fijacion de alfileres). Una vez
fijada, para inmovilizar a la larva, se le afade una gota de una solucion fosfato con
quelante de calcio (1XPBS + EDTA 0.5mM). A continuacion, con unas tijeras de
diseccion se realiza un corte de la pared larvaria desde posterior hasta anterior,
recorriendo la linea media dorsal. Una vez realizado este corte, se abre la larva “en
filete” y se fija la cuticula larvaria lo mas estirada posible a la placa, teniendo
especial cuidado de no dainar la pared larvaria. A continuacion se finaliza la diseccion
larvaria retirando los organos internos. Posteriormente se fija el tejido en una
solucion de formaldehido al 4% diluido en PBS durante 10 minutos. Después se aplica
el protocolo de inmunotincion de campo claro especificado en un apartado posterior.
Para la visualizacion del patron de musculos y uniones neuromusculares hemos

utilizado en anticuerpo 10F1 (ver apartado de anticuerpos).

Protocolo de inmunohistoquimica para campo claro

Una vez que la muestra esta fijada, hidratada y limpia se anade el anticuerpo

primario diluido en PBT y se incuba toda la noche a 4°C. Posteriormente se retira el
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anticuerpo y se lava 6 x 10 min en PBT. Luego se anade el anticuerpo secundario
biotinilado diluido en PBT, y se incuba 2 horas a temperatura ambiente. Se retira el
anticuerpo secundario y se lava 6 x 10 min en PBT. En el caso de los tejidos que no
sean embriones se han de desactivar las peroxidasas endogenas incubando el tejido
durante 15 minutos en PBT+8ul de 30% H,0,/ml y posteriormente se hacen dos lavados
de 15 minutos en PBT. Durante el tiempo que se hacen estos lavados se preincuba la
mezcla A/B Complex del kit avidina/biotina (Vectastain ABC Kit, Laboratorios Vector)
durante al menos 30 min. Posteriormente se anade la mezcla A/B Complex al tejido y
se incuba durante 60min. Luego se lava 3 x 10 min con PBT. Se pasan los embriones u
otros tejidos a un pocillo y se quita el PBT. Posteriormente se anade DAB (500 pl) y
H,0; al 3% (1.5 pl), y se observa en la lupa de diseccion hasta ver sefal en los
embriones o los tejidos pertinentes. Una vez que hemos visto senal se lava con PBT 2
x 10 min, y una vez con PBS durante 10 min.

Tanto el DAB como el PBT del primer lavado son muy tdxicos y deben ser
tratados como residuos especiales.

Después se deshidrata con concentraciones crecientes de etanol hasta llegar a
etanol 100%, y entonces se pasa a xileno. Para montarlo permanentemente, el tejido
se monta en un porta, se retira el xileno y se anade medio de montaje Depex con una

punta de micropipeta cortada.

Protocolo de inmunohistoquimica para fluorescencia

Los embriones u otros tejidos se lavan 3 x 20 minutos con PBT + NGS (3%) para
rehidratarlos y bloquearlos. Después se anade el anticuerpo primario diluido en PBT y
se incuba toda la noche a 4°C. Posteriormente se retira el anticuerpo y se lava 6 x 10
min en PBT. Luego se anade el anticuerpo secundario unido a un fluoréforo diluido en
PBT y se incuba 2 horas a temperatura ambiente.

Se retira el anticuerpo secundario y se lava 6 x 10 min en PBT. Luego se hace un
lavado de 5 min en PBS, se pasa el tejido a un porta, se retira el PBS y se anade
medio de montaje para fluorescencia (normalmente Vectashield de Vector) y se
estudia en el microscopio de fluorescencia (Leica) o en el microscopio confocal
(Microradiance-BioRad), segin el experimento.
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En el caso de los dobles marcajes (casos en los que se visualizan dos
anticuerpos primarios en la misma muestra) se realiza el protocolo anteriormente
descrito con el primero de los anticuerpos y después sobre la misma muestra se repite
el protocolo de inmunohistoquimica de fluorescencia con el segundo de los

anticuerpos.

Anticuerpos

PRIMARIOS

o Anti- Elav (9F8A9); Hybridoma Bank, monoclonal de raton. Usado 1/25

o Anti- Repo (8D12): Hybridoma Bank, policlonal de conejo. Usado 1/50

o Anti- Gai I: cedido por Knoblich, policlonal de conejo. Usado 1/100 6 1/1000
o Anti- Gai Il: cedido por J.A. knoblich, policlonal de conejo. Usado 1/1000

o Anti- Gai: cedido por W. Chia, policlonal de cobaya. Usado 1/500

o Anti-FMRFamida: BioTrend, policlonal de conejo. Usado 1/2000

o Anti-Leucoquinina IV: cedido por J. Veentra, policlonal de conejo. Usado 1/50
o Anti-EcR (10F1): Hybridoma Bank, monoclonal de ratén. Usado 1/100

o Anti-Crq: cedido por B. Olofsson, policlonal de rata. Usado 1/1000

o Anti-Crq: cedido por B. Olofsson, policlonal de conejo. Usado 1/1000

o Anti-BP102: Hybridoma Bank, monoclonal de raton. Usado 1/ 5

o Anti-Fasll (1D4): Hybridoma Bank, monoclonal de ratén. Usado 1/75

o Anti-GFP (A-6455): Molecular Probes, policlonal de conejo. Usado 1/300

o Anti-GFP: Invitrogen, policlonal de conejo. Usado 1/200

o Anti-B-Galactosidasa: ICN Biomed-Cappel, policlonal de conejo. Usado 1/1000

SECUNDARIOS

o Anti—IgG de raton-biotina, policlonal de cabra. Invitrogen, usado a 1/500

o Anti—IgG de conejo-biotina, policlonal de cabra. Invitrogen, usado a 1/500

o Anti—IgG de rata-biotina, policlonal de cabra. Invitrogen, usado a 1/500

o Anti—IgG de conejo-Alexa Fluor 488, policlonal de cabra: Invitrogen, usado a

1/500
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o Anti—IgG de raton-Alexa Fluor 488, policlonal de cabra: Invitrogen, usado a
1/500

o Anti—IgG de rata-Alexa Fluor 546, policlonal de cabra: Invitrogen, usado a
1/500

o Anti—IgG de conejo-Alexa Fluor 546, policlonal de cabra: Invitrogen, usado a
1/500

o Anti—IgG de raton-Alexa Fluor 546 policlonal de cabra: Invitrogen, usado a
1/500

o Anti—IgG de rata-Alexa Fluor 546, policlonal de cabra: Invitrogen, usado a
1/500

MARCADORES

o Faloidina-TRITC: Sigma. Alcaloide extraido de A.phalloides. Usado 1/500

Visualizaciéon de la GFP sin realizar inmunotinciéon

La proteina GFP (Proteina Fluorescente Verde, natural de algunas especies de
celentéreos) emite fluorescencia a 540 nm, lo que permite visualizarla directamente
al microscopio de fluorescencia en tejidos diseccionados en PBS y fijados en PP/PBS
(paraformaldehido al 4% en PBS). En estado normal, la proteina GFP es soluble y se
localiza preferentemente en el citoplasma celular, aunque actualmente se han creado
variantes para poder visualizar compartimentos mas especificos. Nosotros hemos
utilizado la GFP-nls, en la que la GFP esta fusionada a una secuencia de localizacion
nuclear, de esta manera se localiza preferentemente en el nicleo de la célula que lo
expresa.

La proteina GFP también se puede visualizar utilizando un anticuerpo
especifico que reconozca a la proteina (Anti-GFP) siguiendo cualquiera de los
protocolos de inmunotincion anterioremente descritos. En este trabajo hemos

utilizado ambos métodos de deteccion.
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Deteccion enzimatica de la B-Galactosidasa

El transgen UAS-LacZ codifica para la proteina bacteriana B-Galactosidasa. Esta
proteina tiene actividad enzimatica, pudiendo transformar un sustrato quimico (X-gal)
en una sustancia coloreada, que puede verse in situ o cuantificarse por
espectrofotometria.

Al igual que ocurre con la proteina GFP, la proteina B-Galactosidasa puede
detectarse con un anticuerpo especifico que reconozca a esta proteina (Anti-B-Gal).
En este trabajo se ha utilizado el método enzimatico de deteccion, excepto cuando
hemos colocalizado la expresion de B-Gal con la de otra proteina, en cuyo caso hemos
realizado los dobles marcajes mediante inmunofluorescencia que hemos descrito

anteriormente.

Microscopia y tratamiento de imagenes

Para microscopia de campo claro se utilizd un microscopio Leica Wild MPS52,
las imagenes fueron capturadas digitalmente por una camara Leica adaptada al
microscopio utilizando el LM50 (Image Manager). Para microscopia confocal se utilizd
un microscopio confocal BioRad (Hercules, CA) radiance 2000 mediante el software
Lasersharp 2000.v4. En ambos casos las imagenes se procesaron con el programa de

tratamiento de imagenes Adobe Photoshop 6.0.

Histologia

En nuestro caso, solo hemos utilizados cortes histoldgicos en el caso de
individuos adultos. Previo a cualquier manipulacion posterior, las moscas se
anestesiaban con CO,. Para la fijacion del tejido, a las moscas se les seccionaban las
alas, la proboscide y las patas. Las moscas eran fijadas durante una hora en AAF
(Acido acético glacial al 0.05%, formaldehido al 37% y etanol al 85%). Posteriormente
eran deshidratadas en series de alcohol al 80, 90 y 100%, y transferidas a xileno antes

de ser embebidas en parafina liquida a 57°C durante la noche. Para la preparacion de
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los bloques de parafina, se dispusieron las muestras en cubetas de parafina liquida
también a 57°C, se orientaron adecuadamente para la obtencion de secciones, y se
dejaron enfriar a 25°C. Posteriormente se realizaron cortes de 10 ym de cada uno de
los bloques, con un microtomo automatico de la casa Leica. Luego se extendieron las
secciones sobre un portaobjetos, previamente polisinado, con agua. El exceso de agua
se retir6 con una pipeta Pasteur y las secciones se dejaron secar a 37°C durante 2

horas.

Tinciones de Giemsa

La tincion de Giemsa emplea como colorantes fundamentales una mezcla de
azul de metileno, eosina, y varios azures en disolucién acuosa (A y B), que son
derivados por metilacion del azul de metileno. El fundamento de esta técnica se basa
en la disociacion controlada de las sales de eosinato que ocurre por la mezcla de
Giemsa con agua destilada. Tanto la eosina como el azul de metileno son muy
sensibles a variaciones de pH de las diferentes estructuras celulares, de forma que las
que tienen caracter basico fijan la eosina, mientras las que tienen propiedades acidas
fijan principalmente el azul de metileno. Esto explica que las estructuras basofilas se
tinen de color azul mientras que los componentes acidofilos adquieren un color
rosado.

En caso de la tinciobn con Giemsa sobre cortes histoldgicos, una vez
desparafinadas las secciones con xileno, y rehidratadas en series decrecientes de
etanol, se lavaron con agua destilada y se tineron con Giemsa al 1% en agua destilada
durante 10 minutos. Posteriormente se lavo el exceso de colorante con agua destilada
y fueron deshidratadas en series crecientes de etanol, para eliminar posibles restos
acuosos, Yy aclaradas con xileno. Finalmente se montaron en el medio de montaje
Depex, y se dejaron secar hasta su analisis al microscopio optico.

En el caso de tinciones in toto (de larvas en nuestro caso), una vez
diseccionado el material en PBS (solucion tampon fosfato) y fijado en formaldehido al
4%, se incub6 con Giemsa al 1% en agua destilada durante 10 minutos. Posteriormente
se lavo el exceso de colorante con agua destilada, y el tejido fue deshidratado en
series crecientes de etanol, para eliminar posibles restos acuosos, y aclarado con
xileno. Finalmente se montaron en medio de montaje Depex, y se dejaron secar hasta

su posterior analisis al microscopio optico.
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Cuantificacion de la longitud del ganglio ventral en embriones,

larvas y adultos

Embriones: En embriones del estadio 17 se mide la longitud del SNC respecto a la

longitud total del embridon en el eje antero-posterior (figura 11).

FE

Fig. 11 . Método de cuantificacion de la elongacion del ganglio ventral. En a) podemos observar
como se cuantifica la elongacion en el estadio embrionario, comparando la proporcion Longitud
SNC/Longitud total del embrion en el estadio 17 en embriones silvestres y mutantes. En este caso,
el embrion esta tefido con el anticuerpo anti-Elav para ver con mayor facilidad el SNC del embrion
(barra de referencia 25 pm). En b) observamos los parametros medidos en los estadios larvarios,
donde se compara la proporcion del ganglio abdominal (GA)/Longitud total del sistema nervioso
central (SNC) en larvas del tercer estadio silvestres y mutantes tenidos con el anticuerpo anti-
FMRFamida. Anterior esta abajo. El limite anterior del ganglio ventral esta establecido por las
células subesofagicas, que expresan FMRFamida. Barra de referencia 50 pm. En c) observamos un
corte de parafina donde se muestra el ganglio abdominal de un adulto tefiido con Giemsa. En el
estado adulto se compara la longitud de la porcion abdominal del ganglio ventral (Abd) frente a la

longitud total del ganglio ventral (SNC). Barra de referencia 50 pm.

Larvas: En larvas del estadio 3 tenidas con el anticuerpo anti-FMRFamida se mide la
longitud del ganglio ventral respecto a la longitud de todo el sistema nervioso. Para

medir el ganglio ventral se toma de referencia las células subesofagicas
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inmunoreactivas al anticuerpo anti-FMRFamida como limite anterior, y el final del

ganglio como limite posterior (ver figura 11).

Adultos: Se mide la longitud de los segmentos abdominales respecto a la longitud

total del ganglio (ver figura 11).
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Resultados
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En el presente apartado describiremos pormenorizadamente el patron de
expresion espacio-temporal del gen que codifica la proteina Gai detectado por una
insercion P(w")Gal4 en el exon 1 del gen Gai, poniendo especial atencion a la
expresion en el SNC. Posteriormente describiremos los fenotipos mutantes de falta de
funcion en Drosophila para el gen Gai, donde analizamos con gran resolucion los
fenotipos observados en el SNC. Concluimos los resultados describiendo el analisis de
la expresion ectopica de formas silvestres de Gai (efectos de ganancia de funcion) asi

como de formas constitutivamente activas de la misma.

Generacion de una linea transgénica Gai-Gal4 mediante

transposicion dirigida a partir de la insercién P(y*=UAS)Gai’®”

367 UASA4

Como hemos comentado en antecedentes, los alelos P(y'=UAS) Gai**’y Gai
habian sido previamente generados por la Dra. Torroja. Para poder aprovechar la
enorme versatilidad del sistema Gal4-UAS optamos por realizar una técnica de
sustitucion llamada transposicion dirigida, en la que se sustituye un elemento P por
otro. En nuestro caso buscabamos sustituir un elemento P de la linea P(y*=UAS) Gai*®’
por uno del tipo P(Ww'=GAL4)Gai*®’. Si la sustitucion se producia de forma correcta
obtendriamos una nueva herramienta que nos proporcionaria mucha versatilidad a la
hora de disefar experimentos, entre los que destacan la expresion de genes
marcadores (para poder ver la expresion del gen Gai), experimentos de rescate
(expresando copias normales del gen Gai en fondos mutantes gobernadas bajo el
nuevo elemento P generado, de tipo GAL4), experimentos de sobre-expresion
(realizados de la misma manera que los experimentos de rescate solo que en fondo
silvestre en lugar de fondos mutantes), o expresion de formas constitutivamente
activas (formas de Gai manipuladas genéticamente para que siempre estén activas).

La descripcion detallada de la técnica de la transposicion dirigida se recoge en
material y métodos

Los cruces se realizaron para obtener la sustitucion en dos lineas:
P(y'=UAS)Ga®” y Gai’** (mutante generado a partir de la linea anterior, ver
antecedentes), para poder hacer los experimentos sobre fondo silvestre y sobre fondo
mutante. Sin embargo, no obtuvimos ninguna linea Gal4 en el cromosoma Il a partir

de la linea P(y'=UAS) Ga®” (por lo que la frecuencia de transposicion resultante fue
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de un 0% de un total de 1077 individuos donde se podia haber producido la
transposicion) , pero si obtuvimos una Unica linea Gal4 en el cromosoma Il a partir de
la linea Gai’*** (con una frecuencia de transposicion de 0.05% de un total de 2077
individuos donde se podia haber producido la transposicion). Posteriormente,
mediante PCR y secuenciacion del ADN extraido de esta nueva linea de moscas (ver
material y métodos) se confirmo que la sustitucion habia ocurrido en el lugar
correcto, en el gen Gai, y que dicha sustitucion fue extremadamente precisa
(nucledtido a nucleotido).

Por tanto, ahora teniamos una linea que expresa el activador transcripcional
Gal4 en los sitios donde de manera natural se expresa el gen que codifica para la
subunidad Gai, y podiamos de esta manera aprovechar la versatilidad que ofrece el
sistema Gal4-UAS. La nueva linea se denomind Gai’™"/4*4* De ahora en adelante,

llamaremos Gai-Gal4 a esta linea Gai’""CcAL444,

Descripcion del patron de expresion de la nueva linea Gai-Gal4

Gracias a la transposicion dirigida sustituimos un elemento P(y*)UAS diana de la
linea Gai¥*** , por un elemento P(w")Gal4 donante, por lo que ahora teniamos una
linea Gai-Gal4. Como el elemento P estaba insertado en el primer exon, y dado que el
mapeo de la delecion Gai’** indicaba que la zona 5 reguladora del gen no estaba
afectada, asumimos que el patron de expresion que veriamos empleando genes
marcadores (mediante el sistema Gal4-UAS) seria el mismo que observariamos para el
gen Gai en una mosca silvestre.

Quisimos ver si esta linea reproducia el patron espacio-temporal del gen Gai,
que ya habia sido publicado parcialmente con anterioridad en Drosophila (Provost y
cols., 1988; Wolfgang y cols., 1990; Wolfgang y cols., 1991) y en Manduca sexta
(Copenhaver y cols., 1995). Para ello utilizamos transgenes marcadores del tipo UAS-
X. En primer lugar usamos el transgen UAS-GFPnls, en el que la secuencia UAS dirige
la expresion de la proteina fluorescente verde (GFP) y dicha proteina se incorpora al
nucleo de la célula. Por tanto la proteina fluorescente se expresara en los sitios donde
se expresa el activador transcripcional Gai -Gal4. En segundo lugar, para confirmary
completar estos resultados usamos otro gen marcador llamado UAS-lacZ, que expresa

la enzima B-Galactosidasa, y que se detecta mediante una tincion enzimatica (ver en
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materiales y métodos).

Estos experimentos se completaron con inmunotinciones (realizadas tanto en
nuestro laboratorio como en el de la Dra. Alicia Hidalgo en Birmingham, Inglaterra),
con anticuerpos especificos para la proteina Gai, pero nunca conseguimos ver sefal
alguna a pesar de cambiar las condiciones de fijacion (tipo de fijador, tiempos de
fijacion, porcentaje de fijador, temperatura de fijacion), permeabilidad (metanol,
triton, Tween...todos ellos a distintas concentraciones), condiciones de bloqueo (BSA,
NGS, distintas concentraciones), tipo de anticuerpo (nos cedieron distintos
anticuerpos, procendentes de distintos animales: rata, conejo y coballa),
concentracion de anticuerpo (todos los primarios mencionados usados a mdultiples
concentraciones), uso de fluorescencia, uso de DAB (ver materiales y métodos),
amplificacion de sefal con terciarios, uso de mayor concentracion de sales en los
lavados, o distintos medios de montaje (Prolong Gold, Vectashield, Mowiol,
Ortofenilendeamina...). En ninguno de los casos conseguimos ver senal.

La expresion que vemos mediante Gai-Gal4 es bastante generalizada en todos
los estadios del desarrollo de Drosophila, es decir, no se restringe ni a un tejido
concreto, ni a una region del organismo, ni a un momento del desarrollo determinado.
Todo lo que se conoce sobre la expresion de Gai, tanto lo publicado anteriormente,

como los resultados que describimos a continuacion estan sintetizados en la tabla 1.

Expresion de la linea Gai-Gal4 en el estadio embrionario

A lo largo de este apartado nos referiremos a expresion proteica como aquella
que se detecta utilizando un anticuerpo policlonal, desarrollado en conejo, especifico
contra la proteina Gai de Drosophila, a expresion de ARNm como aquella que se
detecta mediante técnicas de hibridacion in situ utilizando una sonda especifica que
reconoce el ARNm del gen Gai, y a expresion génica a aquella que se detecta usando
genes marcadores (UAS-GFP-nls y UAS-LacZ) mediante en empleo del sistema UAS-
Gal4 donde el Gal4 es Gai-Gal4.
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Proteina
(Inmunotincion)

MRNA
(in situ)

Expresion génica
(sistema Gal4-
UAS)

Embriogénesis
temprana

-Periferia del embrion (Provost
y cols., 1988; Wolfgang y cols.,
1990)

-Polo posterior del embrion
(Provost y cols., 1988; Wolfgang
y cols., 1990)

-Cuando forma el
blastodermo sincitial
desaparece la sefal (Provost y
cols., 1988; Wolfgang y cols.,
1990)

se

Embriogénesis
tardia

-Est.10 en neuroblastos (Fenwei
Yu y cols., 2003)

-Est.14 en cardioblasto
presuntivo y futura glandula
protoracica (Wolfgang y cols.,

1990)

Est.15 en érganos
cordotonales (Wolfgang y cols.,
1990)

-Est.17 SNC (cuerpos celulares y
algun paquete axonal (Wolfgang
y cols., 1990)

-Est

14-17 Senal

(?)en

SNC (resultados de esta

tesis)
-Est.16

Glia

lateral

(Granderath, sin publicar)

Estadios larvarios

- En cardioblasto y glandula
protoracica (Wolfgang y cols.,
1990)

-Cuerpo graso (resultados
de esta tesis)
-Tubo digestivo (resultados
de esta tesis)

- Algin tracto axonal aislado -Sistema nervioso

(ninglin cuerpo celular) periférico (SNP)

(Wolfgang y cols., 1990) SNC  (tanto cuerpos
celulares- células
neurosecretoras,
motoneuronas, glia- como
neuropilo) (resultados de
esta tesis)

3 -Celulas nodriza y oocito | -Celulas foliculares
Adulto (ovarlo) -Celulas foliculares y oocito | (Wolfgang y cols., 1990) | (resultados de esta tesis)

(Wolfgang y cols., 1990)

Adulto (resto)

-SNC
tesis)
-SNP
tesis)
-Cuerpo graso
de esta tesis)
-Digestivo (resultados de
esta tesis)

(resultados de esta
(resultados de esta

(resultados

Tabla 1. Cuadro sinéptico con la expresion de Gai
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Embriogénesis temprana:

Expresion proteica: utilizando el anticuerpo policlonal contra la proteina Gai de
Drosophila en secciones de parafina se observa que cuando comienza la embriogénesis
hay proteina Gai en la periferia del embrion en forma de granulos, y durante las
cuatro primeras divisiones nucleares estos granulos se concentran en polo posterior.
Luego, durante la etapa de blastodermo sincitial desaparece la senal (Provost y cols.,
1988; Wolfgang y cols., 1990).

Expresion génica: nosotros, utilizando el sistema Gal4-UAS con los dos
transgenes marcadores (UAS-GFPnls y UAS-LacZ) no observamos expresion alguna

durante la embriogénesis temprana (ver discusion).

Embriogénesis tardia:

Expresion proteica: el grupo de Wolfgang (Wolfgang y cols., 1990) describid
que la proteina Gai vuelve a detectarse en el estadio 14, aunque posteriormente se
ha publicado la presencia de proteina Gai en estadios anteriores (a partir del estadio
10), durantes los cuales comienzan las divisiones asimétricas de neuroblastos (Fenwei
Yu y cols., 2003). En el estadio 14 de detecta proteina en el cardioblasto presuntivo
(senal que persiste incluso en estadios larvarios) y en la futura glandula protoracica.
En el estadio 15 se detecta proteina, de nuevo realizando inmunohistoquimica en
secciones de parafina, en los futuros érganos cordotonales (6rganos sensoriales que
actlian como receptores mecanicos de tension). En el estadio 17 se observa senal en
ganglio ventral nervioso, concretamente en 11 pares de grandes células mediales y
dorsales que podrian corresponder a células gliales, en algunas células mas aisladas no
identificadas y en algin paquete axonal (Unica senal que se mantiene durante la vida
larvaria).

Expresion de ARNm: El grupo de Sebastian Granderath analizo la expresion de
ARNm en el sistema nervioso embrionario de Drosophila mediante hibridacion in situ
de embriones in toto y encontraron seial de Gai en células gliales, aunque nunca han
llegado a publicar este resultado (Granderath y col, datos sin publicar).
Posteriormente el grupo de Schwabe ha confirmado mediante hibridaciones in situ la
localizacion de Gai en células de la glia lateral (Schwabe y cols., 2005).

Expresion génica: nosotros mediante el sistema Gal4-UAS (utilizando como

transgenes marcadores tanto UAS-GFPnls como UAS-LacZ) tampoco observamos senal
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alguna en la embriogénesis tardia. La explicacion a no encontrar sefal con este
sistema a lo largo de la embriogénesis podria ser porque tanto el ARN mensajero
como la proteina Gai que existen en estos estadios podrian ser aportados por la madre
(efecto materno), y que la expresion del activador transcripcional Gai-Gal4 no recoge

dicha contribucién materna sino solo la cigética.

Expresion de la linea Gai-Gal4 en estadios larvarios

No se conocia mucho sobre el patron de Gai en la larva. Mediante
inmunotincion, utilizando el anticuerpo especifico contra la proteina Gai de
Drosophila, en cortes histologicos, el grupo de Wolfgang habia detectado que la
proteina Gai persistia en los estadios larvarios tanto en el cardioblasto como la de la
glandula protoracica (Wolfgang y cols., 1990). La sefnal detectada en el SNC era
escasa, tan solo algin tracto axonal aislado, pero en ningln caso veian expresion en
cuerpos celulares.

Nosotros, expresando con Gai-Gal4 las proteinas marcadoras GFP-nls y Lacz,
encontramos expresion en los estadios larvarios (expresion génica), y esta expresion
difiere notablemente de lo publicado anteriormente en Drosophila, aunque es similar
a la que estaba descrita en Manduca sexta (Copenhaver y cols., 1995). Al no encontrar
diferencias apreciables entre el patron de expresion de los tres estadios larvarios nos
centraremos en la expresion del tercer estadio larvario.

Observamos expresion en el cuerpo graso larvario (figura 12), lo que da cuenta
de un gran porcentaje de senal debido a la gran cantidad de grasa que posee la larva.
Encontramos sefal también en zonas discretas del tubo digestivo: células del
proventriculo (figura 12), y en células del digestivo medio, que debido a su
morfologia, probablemente se correspondan a histoblastos imaginales (figura 12).
También hay sefal en células del digestivo posterior. Observamos sefal en unas
células asociadas a la traquea, que por posicion y morfologia podrian ser las células
INKA neurosecretoras (ver introduccion) (figura 12). También se observa una fuerte
expresion en las glandulas salivales, aunque se trata con toda probalidad de una
expresion artefactual, ya que se puede encontrar en numerosas lineas Gal4

(independientemente de las secuencias reguladoras que controlen su expresion).
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Fig.12 . Patron de expresion de Gai-Gal4 en el tercer estadio larvario. La sefal del
Gai-Gal4 es visualizada mediante microscopia de fluorescencia o confocal gracias al gen
marcador UAS-GFP. En a) podemos observar la senal en el cuerpo graso. Barra de
referencia 20 ym. En b) se observa senal en el digestivo medio (probablemente
histoblastos imaginales - flechas -). En c) se observa sefnal en las células del proventriculo
(digestivo anterior). Barra de referencia en b) y c) 100 um. En d) observamos senal en
una célula que rodea a la traquea, que por posicion y morfologia podria ser una céula
INKA (senalada por la flecha), relacionada con el sistema endocrino. Barra de referencia
50p.

También observamos senal en los discos imaginales: disco de ala y disco de ojo-
antena (figura 13). El patron de expresion que Gai muestra en el disco de ojo-antena
se restringe a células que por morfologia y posicion recuerdan a las células gliales, y
ademas es muy similar al del marcador glial repo. En el disco de ala, la sefal se
localiza en la region que expresa componetes del complejo génico achaete-scute, que

se expresa en células precursoras de organos sensoriales.
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Fig. 13. Expresion de Gai-Gal4 en discos imaginales de larvas del
tercer estadio. a) Expresion de Gai-Gal4 en disco de ala. c)
Expresion de ARNm del gen scute en el disco de ala detectado por
hidbridacion in situ (imagen tomada de Lawrence, 1992). b) Montaje
en el que se superponen las imagenes de a y ¢, y se observa que la
senal de Gai-Gal4 se corresponde en gran parte con la sehal de
achaete-scute en las células precursoras de los 6rganos sensoriales

(barra de referencia de a) a ¢) 100 pm). d) Gai-Gal4 se expresa en

neuronas sensoriales localizadas en los discos de pata (barra de
referencia 10 pm). En e) observamos senal en células del disco de

0jo que, por morfologia y posicion, podrian ser células gliales (barra

de referencia 40 pm).

Llama la atencion la elevada de expresion que se observa en el SNC. Como
podemos ver en la figura 14, en el ganglio ventral la sefal es muy generalizada, sin
delimitarse a una region concreta. En los hemisferios cerebrales también podemos ver
abundante senal, siendo la senal dentro de estos especialmente intensa en la zona
del cerebro central. También se observa seial en neuronas del SNP, como las que
podemos ver en la figura 13 sobre el disco de pata.

Nosotros no hemos visto sefal alguna en la glandula protoracica (6rgano
endocrino donde se sintetiza la ecdisona). Pudiera ser que la secuencia reguladora
que posee el Gai-Gal4 no sea completa, y que en la region que le falta se encuentre

la que dirige la expresion en esta glandula (ver discusion).

Ampliacién de la expresion de la linea Gai- Gal4 en el SNC larvario

Debido a que nuestro interés se centra principalmente en estudiar la funcion de

Gai en el desarrollo y funcidon del sistema nervioso, analizamos con mas detalle la
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expresion de Gai-Gal4 en el SNC (figura 14).

Fig. 14. Expresion de Gai en el Sistema Nervioso Central larvario. En todas las figuras la expresion
del Gai-Gal4 es visualizada gracias al UAS-GFP. En el ganglio ventral (GV) la sefal es muy
generalizada, sin delimitarse a una region concreta (a). Se ve abundante sefal en la region
perteneciente a los hemisferios cerebrales (HC), siendo la sefal dentro de estos especialmente
intensa en la zona del cerebro central (CC) (barra de referencia 50 pm). En b) observamos un
hemiganglio toracico del tercer estadio larvario donde en rojo podemos ver la sefal del anticuerpo
anti-FMRFamida y en verde la expresion de Gai-Gal4 visualizado con el gen marcador UAS-GFPnls. La
cabeza de flecha apunta a una célula Tv con colocalizacion de ambas sefales. En c) tenemos un
hemiganglio abdominal del tercer estadio larvario, donde en rojo podemos ver la senal del anticuerpo
anti-Leucoquinina, y en verde la expresion de Gai-Gal4 visualizado con el marcador UAS-GFPnls. La
cabeza de flecha es un ejemplo de la colocalizacion de ambas sefales, que se observa en todas las
células leucoquinércicas ABLK (barra de referencia en b y c 25p). En d) podemos ver una region del
ganglio ventral en la que en verde se ve la expresion del Gai-Gal4 y en rojo la expresion detectada
con el anticuerpo anti-Repo, que marca toda la glia lateral. Podemos observar que la inmensa
mayoria de las células expresan tanto Repo como GFP. En e) observamos una region del ganglio
ventral en la que en verde se ve la expresion del Gai-Gal4 y en rojo la sefal del anticuerpo anti-Elav,
que marca todas las neuronas. Podemos observar que tan solo en unas pocas células colocalizan las
dos senales (barra de referencia 50 pm). En f) la flecha senala la unién neuromuscular expresando

Gai-Gal4 (barra de referencia 10p)

Expresion en neuronas

Para ver si Gai se expresa en neuronas realizamos dobles marcajes para

detectar la proteina fluorescente GFP-nls, dirigida con el Gai-Gal4, junto con un
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marcador que se expresa en todas las neuronas (el anticuerpo anti-Elav). Esta
colocalizacion mostré que la mayoria (aproximadamente el 90%) de las células que
expresaban GFP no colocalizaban con dicho marcador. Es decir, la mayoria de las
células que expresan Gai no tienen identidad neuronal (figura 14d). Solo el 10% de las
células Elav positivas presentaban senal GFP, delatandose de este modo como
neuronas (figura 14e).

En los estudios realizados en Manduca sexta, observaron expresion de proteina
Gai en motoneuronas y células neurosecretoras (Copenhaver y cols., 1995). Nosotros
también pudimos, en algunos casos, concretar que tipo de neuronas son las que
expresan Gai-Gal4. Por ejemplo, existe una clara sefal de la proteina marcadora GFP
en la terminacion neuromuscular larvaria de los segmentos abdominales (figura 14f),
lo que indica que al menos las motoneuronas abdominales si expresan Gal4, al igual
que ocurre en Manduca sexta. Sabemos también que algunas de las neuronas que
expresan el Gai-Gal4 son células neurosecretoras, resultado obtenido gracias a
estudiar la colocalizacion de los genes marcadores (siempre bajo el gobierno del Gai-
Gal4) con los anticuerpos que reconocen a los neuropéptidos FMRFamida vy
Leucoquinina (figura 14 b y c). Sin embargo, solo las células peptidérgicas del ganglio
ventral expresan GFP, mientras que las células peptidérgicas de los hemisferios
cerebrales carecen de senal GFP (datos no mostrados). Estos datos coinciden, de

nuevo con los obtenidos en el estudio de Manduca sexta.

Expresion en células gliales

Los resultados de la colocalizacion con Elav demostraron la identidad neuronal
de solo una subpoblacion de las células que expresan Gai (revelado por la expresion
de Gai-Gal4), evidenciando que el resto de las células no eran neuronales. Para ver si
esas células podrian pertenecer a la glia, hicimos un doble marcaje con un anticuerpo
que reconoce la proteina Repo especifica de glia. La mayoria de las células que
expresan Gai colocalizan con Repo (aproximadamente el 85%) aunque existen algunas
células gliales que no expresan Gai (figura 14d).

Resumiendo, Gai se expresa en la mayoria de las células gliales en el SNC
larvario, y en un bajo porcentaje (10%) de neuronas, que incluyen motoneuronas y
células neurosecretoras. Sin embargo, aproximadamente el 5% de las células con senal
Gai no expresan ni Elav ni Repo, sugiriendo que podrian ser células precursoras, bien

neuroblastos, bien glioblastos o bien otras células madre neurales.
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Expresion de la linea Gai -Gal4 en adulto

En adulto se mantiene la sefal que hemos descrito en el sistema nervioso
central, en el cuerpo graso, tubo digestivo y glandulas salivales. Observamos también
senal en el sistema nervioso periférico (recordemos que en la larva veiamos expresion
en células que eran susceptibles de ser precursores de organos sensoriales). Esta sefal
la podemos observar en zonas sensoriales de antenas, pata, alas, palpos maxilares,

proboscide y cuticula (figura 15).

Fig. 15. Patron de expresion de Gai-Gal4 en sistema nervioso periférico del adulto. La senal
del Gai-Gal4 es visualizada in toto mediante microscopia de fluorescencia gracias al gen
marcador UAS-GFP: a) palpo maxilar (barra de referencia 25 pm); b) cuticula (barra de
referencia 50 pm); c) proboscide (barra de referencia 50 pm); d) halterio (barra de referencia

100 pm); e) antena (barra de referencia 25 pm); f) pata (barra de referencia 20 pm) y g) ala

(barra de referencia 200 pm).
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Estudios anteriores habian encontrado, mediante hibridaciones in situ,
expresion de ARNm de Gai en cortes de parafina de los ovarios, concretamente en las
células nodriza y en el oocito (Wolfgang y cols., 1991). También detectaron en cortes
de parafina de los ovarios expresion proteica, siendo esta expresion distinta a la del
ARNm. En las primeras etapas de la maduracion del oocito detectan proteina en
células foliculares y algunos granulos en el oocito. Posteriormente la sefal se
extiende a todas las células foliculares y se observan mas granulos en el citoplasma
del oocito, y segin avanza la maduracion del oocito se pierde la sefal en las células
foliculares y la senal se reduce a granulos en el ooplasma. No ven proteina en las

células nodriza (Wolfgang y cols., 1991).

Fig. 16. Gai-Gal4 se expresa en las
células foliculares y en las border cells
del oocito. Aqui podemos observar como
la senal de Gal4, observada mediante el
gen reportero UAS-GFPnls, es detectada
en el ovocito, localizandose en las células
foliculares y en las border cell, que son
un subtipo de las foliculares. Sin
embargo, no vemos expresion en las
células nodriza. Barra de referencia 25

pm.

b Border cells
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Nosotros dirigiendo el transgen UAS-GFP-nls con el Gai-Gal4, también vemos
sefal en los ovarios, donde la sefal esta bien definida y restringida a todas las células
foliculares, incluyendo las denominadas border cells. No encontramos senal en las

células nodrizas ni tampoco en el oocito (figura 16).

Caracterizacion de los fenotipos de falta de funcion del gen Gai

Al inicio de esta tesis doctoral, no se habia publicado la existencia de ningin
mutante para el gen Gai. Por tanto, los mutantes desarrollados por la Dra.Torroja, y
que son los utilizados en este trabajo eran los primeros mutantes para el gen Gaien
Drosophila melanogaster. Posteriormente, el grupo de Fengwei Yu publico la
existencia de otros mutantes para este gen generados por ellos mismos (Yu y cols.,
2003).

Como hemos podido ver en antecedentes, disponiamos de distintos alelos
mutantes en Gai. Los dos primeros alelos con los que trabajamos fueron el Gai’***y
el Gai’*" de los cuales el alelo con mayor delecion es el Gai’**’. Ambos conservan
la secuencia UAS del elemento P insertado. Posteriormente dispusimos del alelo
Gai®3, que es el mas extremo, fenotipicamente, de todos los que tenemos, y por ello
es con el que que hemos realizado la mayoria de los experimentos. La inmensa
mayoria de los experimentos se han realizado con varios alelos, y los fenotipos

observados son los mismos.
Los mutantes para Gai cigotico son viables y fértiles

Sorprendentemente, a pesar de la localizacion tan generalizada de la proteina
Gai (tanto en el espacio como en el tiempo), los mutantes en Gai son viables y
fértiles y no se observan defectos morfologicos y anatomicos aparentes. Este hecho
probablemente se debe a que tanto la proteina como el ARNm son suministrados por
la madre al oocito, es decir, el gen tiene efecto materno (Wolfgang y cols., 1991).

Aunque fértiles, las hembras mutantes para Gai cruzadas por machos mutantes
en Gai depositan pocos huevos. Por esta razéon, y debido a la expresion de Gai en
ovarios (Wolfgang y cols., 1991; este trabajo), los ovarios de los mutantes

homocigoticos para el gen Gai se han estudiado con especial interés.
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Para el estudio de los ovarios hemos realizado cortes de parafina que
posteriormente se han tenido con Giemsa. De esta manera no hemos observado
ninguna anormalidad aparente. Ademas hemos hecho un estudio mas detallado de
estas estructuras analizando la organizacion del citoesqueleto, observando la actina
de sus células en ovarios in toto, mediante el uso de faloidina unida a un fluoréforo
(la faloidina es un alcaloide extraido de la Amanita faloides, que se une de forma
especifica a los filamentos de actina). Tampoco en este estudio hemos observado
diferencias anatomicas o morfologicas entre los ovarios mutantes y los silvestres (no
mostrado). Por tanto, los ovarios mutantes no presentan diferencias anatomicas o
morfologicas, lo que sugiere que la baja fertilidad de las hembras mutantes en Gai no
se debe a defectos en la ovogénesis. De hecho, posteriormente comprobamos que la
fertilidad de las hembras mutantes para Gai es normal cuando se cruzan por machos
heterocigbticos para la mutacién en Gai. Por tanto, la baja deposicion de huevos al
cruzar hembras por machos mutantes en Gai podria deberse a defectos en el

apareamiento con machos mutantes, y no a defectos en la viabilidad per se.

3 1 Gaid? | Gaiussss | Gai uasaz | Gairersasss
Gfi“ 40% | 65% | 98% | 100%
Gard 4344 80% | 92% | 3.3%
Gari 8547 9% | 6.7%
—— T

Tabla 2. Estudio de la complementacion de los distintos alelos de Gai. En esta tabla estan recogidos
los estudios de viabilidad realizados al cruzar moscas heterocigoticas para cada uno de los alelos, y
representa el porcentaje de la descendecia transheterocigotica u homocigotica, segiin corresponda,
respecto a la descendencia heterocigotica. El alelo que presenta la viabilidad mas reducida en
homocigosis es Gai 43, seguido de Gai U544 y el Gai Y4547, Problemas graves de viabilidad muestran los

transheterocigoticos GaiP(w+)Gal444] Gqj UASA7 y GaiP(W+)Galdd4Gqj UASA4 (ver texto para mas explicacion)
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Al cruzar hembras mutantes en Gai con machos heterocigoticos para la
mutacion en Gai, observamos que aunque viables, el porcentaje de progenie
mutantes homocigoticos Gai es menor que el porcentaje de progenie heterocigotica.
Por tanto, para estudiar la severidad de los distintos alelos mutantes para Gai
analizamos su viabilidad, estudiando el porcentaje de progenie homocigotica obtenida
a partir de padres heterocigoticos. Los resultados de estos experimentos estan
recogidos en la tabla 2, donde podemos ver que el alelo mas extremo es Gai®®

seguido del Gai’#**, mientras que los menos extremos serian el Gai’% y

GaiP(wGal4as.

También se realizd un estudio de complementacion entre los distintos alelos,
analizando la viabilidad de los transheterocigoticos hijos de mutantes heterocigoticos
(tabla 2). De este estudio llama la atencion la baja viabilidad de la progenie en
GaifWCeatiad | Gqil4%44 y Gaif(wcak4ad s Gai¥ 4" (3.3%, n=160 y 6.7%, n=124 de viabilidad
respectivamente). La explicacion a este hecho reside en la naturaleza de las

Uastd y Gai" | que a diferencia del alelo Gai®’, conservan

deleciones de los alelos Gai
la secuencia UAS, de modo que la union a esta secuencia del activador transcripcional
Gal 4 desembocara en la expresion de las secuencias localizadas en posicion 3 (ver
antecedentes). Todos los alelos mutantes tienen delecionada la secuencia ATG de
iniciacion de traduccion Gai, aunque la extension de la delecién varia en cada uno de
ellos. La Dra. Torroja, al generar estos alelos (ver Antecedentes) los estudio
mediante RT-PCR 'y secuenciacion (usando distintas combinaciones de
oligonucledtidos, ver Materiales y métodos) y pudo ver los distintos transcritos que
producen cada uno de ellos. En el caso del alelo Gai’*** se detectan
fundamentalmente 2 transcritos, que, asumiendo que se tradujesen a proteina,
utilizando la primera secuencia ATG del transcrito, producirian: el primero una
proteina a la que le faltarian los 36 aa N-terminal; y el segundo, una proteina a la que
le faltarian 53 aa N-terminal (en esta Ultima delecion faltaria parte del sitio de union
al GTP y probablemente parte de la region GTPasa de la subunidad alpha - Morris y
Malbon, 1999 -). En el caso del alelo Gai’**’ se detecta principalmente un transcrito,
que asumiendo que se tradujesen a proteina utilizando la primera secuencia ATG del
transcrito, produciria una proteina a la que le faltarian también los 53 a N-terminal.
Por tanto, las proteinas que se estarian expresando a partir de las secuencias UAS de
los alelos Gai’* y Gai¥*** serian formas truncadas de Gai que de alguna forma
podrian interferir con los procesos en los que se encuentra implicada Gai, o incluso

otras proteinas G, empeorando con mucho la viabilidad de estos individuos.
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Los mutantes que carecen del producto Gai materno y cigético (Gai’) presentan

una viabilidad reducida y retraso en el crecimiento

Dada la viabilidad y falta de fenotipos obvios que presentan los mutantes a los
que solo les falta el componente cigotico de Gai, realizamos el analisis del fenotipo
en la segunda generacion en los individuos mutantes procedentes de padres
homocigoticos para la mutacion en Gai, que carecen tanto de producto materno como
de cigdtico. A partir de ahora, de no ser que se diga lo contrario, nos referiremos a
estos individuos como mutantes Gai .

A estos mutantes les hemos hecho un seguimiento pormenorizado de su
desarrollo en busca de posibles defectos en el mismo. Para ello, seguimos el
desarrollo de 171 huevos depositados (figura 17) del alelo Gai’*. La viabilidad de los
mutantes Gai~ esta sustancialmente reducida (1,5% de viabilidad). Los picos de
letalidad mas acusados los observamos en el paso del primer estadio larvario al
segundo, y durante la metamorfosis; de hecho, solo el 5% de las pupas acaban
eclosionando. Tan solo un 1.5% de los huevos depositados llegan a imago, pero
sorprendentemente, los pocos individuos que eclosionan son fértiles.

La letalidad no es el Unico aspecto anormal de su desarrollo, presentan
también un importante retraso en su crecimiento como podemos ver en la figura 17.
Los sucesivos estadios de desarrollo de los mutantes Gai pueden llegar a ser en
algunos individuos 4 dias mas largos que los estadios de individuos silvestres. De los
pocos individuos que llegan a pupa la inmensa mayoria acaba muriendo. Este retraso
en el crecimiento esta acompanado en estos mutantes por una mala movilidad y una

muy baja actividad (ver discusion).
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% de individuos (respecto al nUmero de embriones fértiles)

Fig. 17. Los mutantes Gai- muestran viabilidad reducida y retraso en el crecimiento. En esta figura
observamos un estudio de viabilidad, donde se representa el nimero individuos supervivientes a lo largo
del paso del tiempo (en dias después de la deposicion del huevo o dias a.e.l., del inglés after egg
laying). La grafica superior pertenece a los individuos silvestres, y la inferior corresponde a los
individuos mutantes Gai. La viabilidad de los mutantes Gai- esta sustancialmente reducida. Los picos de
letalidad mas acusados los observamos en el paso del primer estadio larvario al segundo y durante la
metamorfosis, de manera que tan solo un 1.5% de los huevos depositados llegan a imago. Los mutantes
Gar presentan también un importante retraso en su crecimiento, como se puede observar por la
existencia de larvas | mutantes a los 7 dias a.e.l. (2.5 dias a.e.l. maximo para el silvestre) o de larvas llI

mutanes 12 dias a.e.l. (6.5 dias a.e.l. maximo para Llll silvestre).

Los mutantes Gai” presentan importantes defectos en la ecdisis

Ademas del retraso en el crecimiento, las larvas mutantes Gai~ presentan
defectos en su ecdisis. Los mutantes Gai" tienen muchos problemas para deshacerse
de la mandibula que corresponde al estadio anterior, y es muy frecuente encontrar
individuos con la mandibula correspondiente al estadio en el que se encuentran mas

la que poseian en el estadio anterior (figura 18) (poseen doble mandibula el 90% de
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las larvas muertas). En raras ocasiones coexisten incluso las tres mandibulas de los
tres estadios larvarios. Lo mismo ocurre, sé6lo que con mucha menor frecuencia, con
la cuticula, y se observa de vez en cuando alguna larva mutante donde coexisten las
cuticulas de dos estadios larvarios (figura 18b). Estos fenotipos se observan con todos

los alelos.

Fig. 18. Las larvas mutantes Gai- presentan defectos en la ecdisis. En a) observamos la
mandibula de una larva del tercer estadio silvestre. b) - d) Larvas mutantes Gai-. En ocasiones, se
observan larvas mutantes donde coexisten las cuticulas de dos estadios larvarios (b, la flecha
sefnala la cuticula vieja). En un alto porcentaje de larvas mutantes coexisten mandibulas de 3 (c)

0 2 (d) estadios larvarios. Las flechas sefalan las mandibulas de estadios larvarios Ill, Il y/o | en

las larvas mutantes. (Barra de referencia 20 pm).

Las mutaciones publicadas en las que aparecen estos problemas de ecdisis
suelen corresponder a problemas en la sintesis de ecdisona (o en su secrecion) o a
problemas en la sefalizacion que desencadena la ecdisona (Park y cols., 2002) (ver
Discusion).

Ademas de analizar el ciclo vital de los mutantes Gai’, estudiamos en detalle si
estos presentaban alteraciones anatomicas. En concreto, y dada la elevada expresion

en el SNC, analizamos posibles alteraciones en el SNC derivadas de la falta de Gai.

Las motoneuronas de los mutantes Gai’ presentan una morfologia, nimero y

disposicion normal

La expresion de Gai en motoneuronas, junto con la mala movilidad que

presentan las larvas, nos llevaron a estudiar en detalle las terminaciones
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neuromusculares larvarias de los mutantes Gai'. Estas se estudiaron en el tercer
estadio larvario, y se tomaron como referencia las uniones neuromusculares de los
musculos 4, 6/7, 12 y 13 de los 6 primeros segmentos abdominales. El patron que
siguen dichas uniones es constante y reproducible en todos los segmentos
abdominales y entre individuos. Nosotros hemos Vvisualizado las uniones
neuromusculares mediante el anticuerpo 10F1, observando minuciosamente su
morfologia, su nUmero, y su disposicion, en busca de alguna anormalidad. Tras este
estudio podemos afirmar que las terminaciones neuromusculares de los mutantes Gai
son normales en todos los aspectos mencionados (cabezas de flechas en la figura 19a'y
c), a excepcion de las terminaciones correspondientes a musculos defectuosos,
defectos musculares que describimos en el apartado siguiente. Estos experimentos se
han realizado con el alelo Gai”™*"ca!44,

En la pared muscular larvaria en los mutantes Gai" encontramos fusiones y

duplicaciones de algunos musculos

A la vez que estudidbamos las uniones neuromusculares estudiamos con
detenimiento el patron muscular de la pared larvaria (responsables de los
movimientos de reptacion de la larva). Los musculos larvarios estan muy bien
estudiados y caracterizados, a la vez que siguen un patron constante y totalmente
reproducible. Cada segmento abdominal de la pared larvaria tiene tres capas
musculares, en la interior se encuentran los mUsculos numerados del 1 al 7, en la
exterior del 9 al 17 y en la superior del 18 al 29. El estudio de estos musculos se suele
realizar, al igual que en el caso de las uniones neuromusculares, en los 6 primeros
segmentos abdominales, y asi lo hemos hecho aqui. En los mutantes Gai~ el 20.83% de
los musculos se encuentran alterados (72 hemisegmentos estudiados) (figura 19). El
11.47% de los musculos estan duplicados (y por tanto dan lugar a musculos extras), y
el 9.36% estan fusionados (encontrando un musculo en el lugar donde deberia haber
dos, ver figura 19). Es decir, en la pared muscular larvaria en los mutantes Gai
encontramos fusiones y duplicaciones musculares. Estos experimentos se han

P(w+)Gal4A4

realizado con el alelo Gai , y el fenotipo ha sido ratificado con el alelo Gai®’.
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Fig.19. Los mutantes Gai- muestran fusién o duplicacién de algunos de los musculos de la
pared abdominal larvaria. Las imagenes muestran larvas del tercer estadio donde se muestran
las fibras musculares de la pared abdominal. En a) podemos ver el individuo silvestre, y de b) a
d) son mutantes Gai-. Podemos observar en b) una fusion entre los musculos 6 y 7; en c)
duplicaciones en los musulos 6 6 13; y en d) duplicacion del musculo 7. Este fenotipo podria ser
debido a fallos en la division asimétrica de los precursores musculares. Barra de referencia 20

pm.

Los mutantes Gai" tienen defectos en la condensacion del ganglio ventral

El fenotipo mas acusado que presentan los mutantes Gai~ es, sin duda alguna, la
anormal morfologia que presenta su sistema nervioso central, concretamente el
ganglio ventral. Como se puede apreciar en la figura 20, el ganglio ventral mutante es
mucho mas elongado que el del individuo salvaje. Es decir, existe una falta de
condensacion en el SNC. La expresividad del fenotipo es variable (aunque siempre es
un fenotipo visible y llamativo), pero la penetrancia es completa (ambas en todos los
estadios y alelos), se manifiesta en ambos sexos y aparece en todos los alelos
mutantes.

La condensacion del SNC es un proceso complejo por el cual un tejido sufre una
coordinada reduccién del tamafno y un incremento en la densidad celular durante el
desarrollo. Aunque ocurre en muchos contextos del desarrollo, los mecanismos
subyacentes a estos procesos son ampliamente desconocidos. Es en embriones donde
este proceso esta mas estudiado. En el ganglio ventral embrionario, la condensacion

se produce a lo largo del eje antero-posterior, comienza al final del estadio 15 y se
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desarrolla en su mayor parte al final del estadio 16 y principio del 17. En el estadio 15
el ganglio ventral ocupa el 80% de la longitud total del embrion mientras que al final

del estadio 17 ocupa el 60%.

Hay tres procesos principales que coinciden con la condensacion del SNC durante
la embriogénesis:
e La deposicion de matriz extracelular (a lo largo del SNC) por parte de los
hemocitos.
e Elinicio de la actividad del sistema nervioso central.
e El correcto desarrollo y diferenciacion de las células de la glia, asi como de la

red neuronal y el neuropilo.

El fenotipo de falta de condensacion del ganglio ventral lo vemos por primera
vez en los mutantes Gai~ en el estadio 17, cuando el ganglio ventral de los embriones
silvestres ocupa el 61% de la longitud total del embrion (n=24), y el ganglio mutante
embrionario ocupa el 68% del total del embrion (n=18); es decir, los ganglios mutantes
embrionarios son un 11.5% mas largos que los silvestres (t4=-24.287;p<<0.001)
(figura 20). No dejamos de observar este fenotipo en ningin momento de la vida de la
mosca, es decir, se mantiene a lo largo de los tres estadios larvarios, sobrevive a la
metamorfosis de la pupa y tampoco desaparece en la vida del adulto (figura 20). Sin
embargo, las proporciones de elongacion respecto a los individuos silvestres varian
mucho de embrion a larva, y de larva a adulto. En el embrién, el mutante es un 11.5%
mas elongado que el silvestre, en la larva un 45% (t3=-12.621;p<<0.001) y en el
adulto un 25% (t;=-15.212;p<<0.001). Estos porcentajes probablemente son un
reflejo de las distintas reestructuraciones que sufre el animal a lo largo de las

distintas etapas.
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Fig. 20 . Los mutantes Gai- muestran falta de condensacién en el ganglio ventral. En a) observamos
un embrion silvestre del estadio 17, en b) observamos un embrion mutante Gai- del mismo estadio. El
ganglio ventral mutante ocupa un 11.5% mas que el silvestre (las flechas indican el final del
ganglio)(Barra de referencia 20 pm). En c) se muestra el SNC de un individuo silvestre del tercer
estadio larvario tefido con Giemsa, y en d) el mismo estadio larvario de un mutante Gai- (Barra de
referencia 50 pm). El ganglio ventral del individuo mutante es un 45% mas largo que el silvestre. En e)
se muestra un corte sagital del torax de un adulto salvaje tefido con Giemsa, donde se muestra el
ganglio ventral (barra de referencia 50 pm). Las flechas indican la region abdominal del ganglio
ventral. En f) podemos observar el mismo corte mostrando el ganglio ventral de un individuo mutante
Gai'. El ganglio ventral del individuo mutante es un 25% mas largo que el silvestre (barra de referencia
50 pm). En g) y h) se muestra el SNC de individuos del primer estadio larvario. Anterior es abajo. g) es
silvestre y h) es mutante Gai~. Podemos observar como en los individuos mutantes Gai-, el cortex del
ganglio ventral es mas delgado que en los individuos silvestres (cabezas de flecha). También se puede
observar como las dos columnas mediales de células (flechas) se encuentran totalmente
desorganizadas en los individuos mutantes. Barra de referencia 50 um.

Hemos estudiado también el patrén neuronal mediante el anticuerpo anti-Elav
(que reconoce todas las neuronas) en el ganglio ventral larvario, con el fin de

observar posibles diferencias en la disposicion de las neuronas, dada la extrana
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morfologia que presentan los ganglios alongados mutantes Gai'. El ganglio nervioso
ventral, de las larvas silvestres, esta formado por una gruesa capa de neuronas que
constituyen el cortex (en la periferia de todo el ganglio), que a su vez rodea a dos
gruesas bandas de neuropilo que recorren el ganglio en direccion antero-posterior.
Estas bandas de neuropilo se encuentran a ambos lados de dos columnas de neuronas
que en posicion medial recorren el embrion de nuevo en el eje antero-posterior
(flechas en figura 20g). En los mutantes Gai’, las dos filas de neuronas mediales no se
pueden discriminar, pues las células que las constituyen estan totalmente
desorganizadas y se entremezclan las células de una columna con las de la otra. Por
otro lado, el cortex toracico-abdominal de los mutantes Gai esta formado por una
capa de células mucho mas delgada que en el caso de los ganglios silvestres (cabezas

de flecha en figura 20 g y h).

Andlisis celular de alteraciones en el sistema nervioso de mutantes
Gai

El fenotipo de falta de condensacion del ganglio ventral ha sido el objeto
prioritario de estudio desde el momento de su aparicion. En los siguientes apartados
desarrollaremos el estudio en los mutantes Gai" de procesos relacionados con la
condensacion del ganglio ventral, intentando averiguar si alguno de ellos es el

responsable de esta falta de condensacion que observamos.

La disminucion de actividad neuronal en los mutantes Gai’ no es la principal

responsable de la falta de condensacion del ganglio ventral.

El inicio de la condensacion coincide con el comienzo de la actividad sinaptica.
En trabajos anteriores, realizados por el grupo de Olofsson, demostraron que al
bloquear completamente la actividad sinaptica en embriones, expresando la toxina
tetanica de forma pan-neural con elav-Gal4, el ganglio ventral no se condensa
correctamente (Olofsson and Page, 2005). Sin embargo, este no es el factor
determinante, porque la elongacion respecto al silvestre no supera el 7.2% cuando se

bloquea totalmente la actividad sinaptica.
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En nuestro caso, puesto que alguno de los mutantes Gai~ llega a adulto, por
definicion, el SNC tiene que tener actividad. Es probable que, debido a los defectos
que tienen en la barrera hematoencefalica los mutantes Gai™ (Schwabe y cols., 2005),
la actividad sinaptica esté disminuida, lo que explicaria la escasa actividad
locomotora de estos individuos. Sin embargo, esta disminucion en la actividad
neuronal contribuiria en un pequeiisimo porcentaje a la elongacion observada.
Podemos concluir que la disminucion de actividad neuronal no parece ser la principal

responsable de la falta de condensacion del ganglio ventral de los mutantes Gai'.

La migracion de los hemocitos no esta interrumpida en los mutantes Gai'.

Los hemocitos de Drosophila son células sanguineas fagociticas maviles, que
sintetizan varios componentes de la matriz extracelular. Estudios anteriores
demuestran que en mutantes donde no se produce la migracion de los hemocitos, la
condensacion del ganglio ventral esta inhibida, llegando a ser el ganglio ventral
embrionario mutante un 23% mas largo que su version silvestre (Olofsson and Page,
2005).

Anti-Crq

Fig.21. La migracion de los hemocitos no esta interrumpida en los mutantes Gai. La
condensacion del ganglio ventral embrionario depende, entre otros factores, de la matriz
extracelular depositada por los hemocitos. Nosotros hemos visualizado los hemocitos con el
anticuerpo anti-Crq en embriones del estadio 15 en a) silvestre y b) mutante Gai-. Podemos ver
sefal anti-Crq a lo largo de todo el ganglio ventral, lo que indica que existe migracion de los
hemocitos en los individuos mutantes Gai-. Anterior es a la izquierda, dorsal es arriba. Barra de

referencia 25 pm.
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Para estudiar la migracion de los hemocitos embrionarios hemos usado un
anticuerpo especifico para estas células, que reconoce un receptor de la via
fagocitica llamado Croquemort (Crq). Estos estudios los hemos realizado con el alelo
Gai®® en los estadios embrionarios 14-15, en los que los hemocitos se encuentran en
plena migracion a lo largo de la cuerda ventral, depositando componentes de la
matriz extracelular (Wood y cols., 2006). Como podemos comprobar en la figura 21,
se observa sefal del anticuerpo anti-Crq a lo largo de la cuerda nerviosa tanto en los
individuos silvestres como en los mutantes Gai’, lo que indica que su migracion no
esta interrumpida en los mutantes. Por lo tanto, podemos concluir que la falta de
migracion de los hemocitos no es el motivo de la falta de condensacion del ganglio

ventral, ya que los hemocitos si viajan a lo largo de la cuerda nerviosa embrionaria.

Tanto el patron neuronal como el neuropilo estan levemente desorganizados en

los mutantes Gai”

Trabajos anteriores estudiaron el efecto de la desestabilizacion del citoesqueleto
neuronal sobre el proceso de condensacion del ganglio ventral. Para ello, bloquearon
la funcion de Rac1 (proteina imprescindible para la organizacion del citoesqueleto)
expresando formas negativas de Rac1 mediante el sistema Gal4-UAS con elav-Gal4,
desorganizando por tanto el patron neuronal y el neuropilo (por una incorrecta
migracion por parte de las neuronas y sus procesos). Como consecuencia se inhibia la
condensacion del ganglio, siendo el ganglio ventral embrionario un 7.4% mas largo que
el silvestre (Olofsson and Page, 2005).

El grupo de William Chia habia visto la implicaciéon de Gai en la division
asimétrica de neuroblastos (Yu y cols., 2003) y nosotros hemos descrito la expresion
de Gai en neuronas, lo que sugeria posibles defectos neuronales en los mutantes Gai'.
Por todo ello estudiamos en los mutantes Gai~ el patron neuronal, asi como la
fasciculacion del neuropilo. El estudio embrionario, a menos que se indique lo
contrario, lo hemos realizado en embriones del estadio 16 con el alelo Gai®’, porque
es un estadio en el que el grado de diferenciacion es muy avanzado, se pueden
observar anomalias acontecidas a lo largo de la diferenciacion y el desarrollo y

ademas esta muy bien caracterizado en la bibliografia.
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Estudio de la red neuronal

Para estudiar el nimero, la morfologia y la disposiciéon de las neuronas hemos
usado el anticuerpo anti-Elav, que reconoce la proteina pan-neural Elav. En una vista
ventral de embriones tenidos con este anticuerpo se observa el ganglio ventral con
toda claridad gracias a que las neuronas son, con mucho, las células mayoritarias de
esta estructura. Una gruesa capa de neuronas forma el cortex de la cuerda nerviosa
ventral, en el que todavia se pueden distinguir a lo largo del eje antero-posterior los
distintos neuromeros (division segmental del sistema nervioso) que componen la
cuerda nerviosa (figura 22). El perimetro del cortex rodea al neuropilo, formado por

dos conectivos longitudinales que recorren el embrion en direccion anteroposterior.

Fig. 22. En los mutantes Gai", el patron neuronal
esta levemente desorganizado. En todas las
figuras, las muestras estan tefnidas con el
anticuerpo anti-Elav, que marca los nlcleos de

todas las neuronas. En a) y b) podemos observar

una vista ventral de embriones del estadio 16.
Anterior esta arriba. En a) observamos al individuo
silvestre, en donde el area recuadrada muestra
cuatro grupos de neuronas pertenecientes a un

mismo neuréomero; el conjunto 1y 2 nos ayuda a

delimitar la region anterior del neurémero

mientras que el conjunto 3 y 4 nos delimitan la
region posterior. Las 4 células son perfectamente

discernibles en todos los neuroméros (recuadros

punteados). En b) tenemos un individuo mutante
Gai-, donde los neuromeros son mas dificiles de

identificar que en los individuos silvestres, y la

distancia que los separa no es siempre constante

como ocurre en los embriones silvestres (Barra de
referencia 50 pym). En c) y d) se muestran vistas
laterales de embriones del estadio 16. Anterior
esta a la derecha. c) es silvestre y d) es mutante
Gai. Podemos observar en el mutante la
existencia de un pliegue ectopico en los primeros

segmentos toracicos (flecha negra)(barra de

referencia 25 pm).
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Estos dos conectivos de neuropilo son facilmente localizados gracias a la ausencia de
senal nuclear anti-Elav, se disponen a ambos lados de unas columnas de neuronas,
que en posicion medial recorren el embrion a lo largo del eje antero-posterior (figura
22). En los embriones mutantes, los neuromeros del cortex son mas dificiles de
identificar que en los individuos silvestres, y la distancia que los separa no es siempre
constante como ocurre en los embriones silvestres (figura 22). En los individuos
mutantes Gai’, tanto la separacién como el grosor de estos neurémeros es irregular.
Este fenotipo aparece en el 83.3% (n=12 embriones del estadio 16).

El estudio de la vista lateral de los mutantes nos muestra la existencia de un
pliegue ectdpico en los primeros segmentos toracicos (flecha negra de de la figura 22c
y d). La penetrancia y expresividad de este fenotipo es muy alta (93.7% de los 32
embriones estudiados), se inicia en el estadio 12 y se mantiene durante toda la vida
embrionaria.

A nivel embrionario, de este estudio concluimos que existe una ligera

desorganizacion del patron neuronal en los mutantes Gai'.

Estudio del neuropilo

Para estudiar el neuropilo que acompana la red neuronal estudiada con Elav, ver
si presenta alguna anomalia en su estructura y para conocer el estado de la
fasciculacion axonal en los mutantes Gai® hemos utilizado los anticuerpos BP102 y
anti-Fasll.

El anticuerpo BP102 nos permite visualizar el neuropilo entero. Como podemos
ver en la figura 23, el andamio axonal del ganglio ventral embrionario silvestre consta
de dos pares de conectivos longitudinales, y cada neurdomero consta de una comisura
anterior y una comisura posterior. En los mutantes Gai’, como se muestra en la figura
23c y d, los conectivos longitudinales muestran discontinuidades entre distintos
neuroémeros (cabeza de flecha). La distancia entre la comisura anterior y posterior no
es constante, y en algunos casos practicamente se llegan a juntar (flecha negra).
Estos fenotipos aparecen en el 90% de los embriones mutantes (n=10 embriones del
estadio 16).

El anticuerpo anti-Fasciclina Il reconoce una glicoproteina que se expresa en tres
fasciculos axonales pertenecientes a los conectivos longitudinales. Tal y como
podemos ver en la figura 23a y b, los fasciculos longitudinales de los mutantes Gai’ no

siguen trayectorias rectas en la direccion anterior-posterior (como ocurre en
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silvestre), sino que su camino muestra irregularidades (flechas negras). Ademas, en
ocasiones se producen interrupciones en el trayecto de alguno de los fasciculos
axonales (flecha azul). Por otro lado, los axones motores que salen del ganglio ventral
hacia los musculos del embridn tienen un grosor mayor que los silvestres y tienen

alterado el patron de ramificacion (flechas rojas de la figura 23b).

Fig.23. Los mutantes Gai- muestran suaves defectos en la
formacion del neuropilo. En a) y b) se muestran embriones
del estadio 16 tenidos con el anticuerpo Anti-Fasciclinall,
con el que visualizamos los fasciculos axonales. a) es
silvestre y b) mutante Gai~. Podemos observar como en el
mutante los fasciculos longitudinales no siguen trayectorias
rectas (flechas negras). Ademas, en ocasiones se producen
interrupciones en el trayecto de alguno de los fasciculos

axonales (flecha azul). Los axones motores que salen del

ganglio ventral hacia los muUsculos del embrion mutante

tienen un grosor mayor que los silvestres, y tienen alterado

el patron de ramificacion (flechas rojas)(barra de
referencia 20 pm). ¢) y d) muestran embriones del estadio
15 tefidos con el anticuerpo BP102, que nos permite
visualizar todo el neuropilo. c) es silvestre y d) es mutante
Gai . En el mutante podemos observar como los conectivos
longitudinales muestran discontinuidades (cabeza de
flecha) y la distancia entre la comisura anterior y posterior
(CA y CP respectivamente) no es constante, y en algunos
casos practicamente se llegan a juntar (flecha
negra).(barra de referencia 10 pm). En todas las imagenes

anterior es arriba.
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Podemos inferir a través de estos defectos en el patron axonal, que los mutantes
Gai” presentan defectos leves de fasciculacion axonal.

Estos pequenos defectos tanto del patron neuronal como en el neuropilo podrian
contribuir, aunque no parecen ser los responsables Ultimos, a la falta de condensacion
del ganglio ventral de los mutantes Gai'. Podemos deducir esto en base a los
resultados obtenidos por el grupo de Olofsson, en los que tras la desestabilizacion del
neurocitoesqueleto que desorganiza por completo tanto el patron neuronal como el
neuropilo, observaban que el ganglio ventral no es mas que un 7.4% mas largo que el
silvestre (Olofsson and Page, 2005). Sin embargo en los mutantes Gai™ (en los cuales
la desorganizacion es leve) el ganglio ventral es un 11.5% mas largo que el silvestre,

luego no es ésta la principal causa de la falta de condensacion del ganglio ventral.

Los mutantes Gai” presentan problemas en el desarrollo y diferenciacion de la glia

lateral que podrian contribuir a la falta de condensacion del ganglio ventral.

Los estudios de Pipa (Pipa, 1973) postulaban que la glia podria ejercer una fuerza
para condensar el SNC. Esta hipotesis ha siso respaldada por la existencia de algunos
mutantes gliales que presentan fenotipo de falta de condensacion. Olofsson y cols
(Olofsson and Page, 2005) realizaron experimentos en los que, al desorganizar el
citoesqueleto glial (expresando Rac1 en glia mediante repo-Gal4), se impedia la
migracion de las células gliales y se producia un anormal ensamblamiento entre la glia
y los axones, lo que derivaba en un fenotipo de falta de condensacioén, incrementando
la longitud del ganglio embrionario en un 14.1% respecto a su version silvestre.
Ademas, nosotros habiamos visto expresion de Gai en células gliales (ver patron de
expresion en el sistema nervioso). Es decir, teniamos poderosas razones para analizar
en profundidad el estado de la glia en los mutantes Gai'.

La glia ha sido visualizada con el anticuerpo que reconoce la proteina Repo (ver
materiales y métodos) que se expresa en todas las células de la glia lateral (el subtipo

glial mayoritario).

a) Estado embrionario: La glia embrionaria estd muy bien estudiada vy
caracterizada (ver introduccion). Segun los marcadores moleculares, se pueden
distinguir dos tipos de glia: la glia lateral y la glia de la linea media (ver figura 5 en
introduccion). Hasta donde se sabe, Gai no se expresa en las células de la glia media,

y ademas tampoco se ha relacionado a esta glia con el proceso de la condensacion del
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SNC. La glia lateral esta compuesta por un grupo heterogéneo de células (ver figura 5
en introduccion), pero todas ellas expresan la proteina Repo. La glia lateral se ha
relacionado con problemas en la condensacion del ganglio ventral, y por ello la hemos
estudiado con especial interés en los mutantes Gai'.

Fig. 24. Los mutantes Gai- muestran defectos en la
glia lateral embrionaria. En las imagenes podemos

observar embriones del estadio 16 tenidos con el

anticuerpo anti-Repo, que marca los nucleos de toda la

glia lateral. En a) observamos a un embrion del estadio

16 silvestre en el que las flecha apuntan a las columnas

de células gliales longitudinales que rodean los

conectivos longitudinales. b) Muestra un embrion
mutante Gai. Anterior esta arriba. Podemos observar
como los nlcleos de las células gliales presentan un
patron totalmente desorganizado, no se diferencian las
columnas longitudinales y resulta francamente dificil
diferenciar la glia de los conectivos longitudinales de las
células gliales que rodean las comisuras. Barra de
referencia 20 ym. En c) y d) tenemos los mismos
embriones vistos a mayor aumento: c) es el individuo
silvestre y d) es el mutante Gai. Aqui podemos
observar con mayor detalle la disposicion de los nucleos
gliales que rodean los conectivos transversales y
delimitan cada segmento (flechas). Esta delimitacion se
pierde por completo en los embriones mutantes Gai-.

Barra de referencia 10 pm.

La glia lateral embrionaria silvestre dibuja una escalera en el eje antero-posterior,
donde cada brazo de la escalera esta formado por dos columnas de células de glia

longitudinal (flechas en figura 24), que rodean los conectivos nerviosos longitudinales,
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y los peldaios corresponden a un grupo heterogéneo de glia que rodea a los axones

que componen la comisura anterior y posterior de cada neurémero (figura 24).

Podemos observar que este patron descrito para los embriones silvestres no se

reproduce en los mutantes Gai  (figura 24 b y d). En embriones mutantes la glia

lateral esta totalmente desorganizada, no se discriminan las columnas de células

gliales longitudinales, e incluso resulta francamente dificil diferenciar la glia de los

conectivos longitudinales de las células gliales que rodean las comisuras. En estos

embriones no se pueden delimitar los neuromeros en base al patron de Repo. Los

alelos empleados en estos experimentos han sido Gai’** y Ga'®°.

a Anti-Repo

_____________________

e

Fig. 25. Los mutantes Gai- muestran defectos en la migracion de la glia lateral larvaria. En la
figura podemos observar el SNC de dos individuos del tercer estadio larvario tenidos con el
anticuerpo anti-Repo , que marca toda la glia lateral. Las imagenes son proyecciones de distintos
planos focales con el objetivo de visualizar en un mismo plano todas las células larvarias de la glia
lateral. Anterior esta abajo. En a) observamos el SNC silvestre donde el patron de expresion de Repo
se divide en dos territorios bien delimitados: la region toracica y la region abdominal. En la region
toracica se detectan muchas células gliales laterales distribuidas de manera aparentemente
aleatoria. En la region abdominal (recuadro), el nimero de células gliales es ostensiblemente menor,
y las células gliales forman columnas en el eje antero-posterior. En b) se muestra el individuo
mutante Gai-, donde se observa que todas las células que expresan Repo se ven dispersas a lo largo
del ganglio toracico abdominal, y en ninguno de los planos se ven columnas de células. Barra de

referencia 50 ym.

b) Estado larvario: En el ganglio ventral larvario, el patron de expresion de Repo
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se divide en dos territorios bien delimitados: la region toracicay la region abdominal.
En la region toracica (figura 25) vemos muchas células expresando Repo; estas células
no muestran un patron ni simétrico ni organizado. En la region abdominal (figura 25a,
region recuadrada), el numero de células gliales es ostensiblemente menor, y las
células gliales forman columnas en el eje antero-posterior. En los mutantes Gai" no
vemos esta division del patron de expresion, todas las células que expresan Repo se
ven dispersas a lo largo de todo el ganglio, en ninguno de los planos se ven columnas
de células. No se aprecian diferencias significativas en el nimero de células gliales
entre individuos silvestres y mutantes cuando estudiamos el ganglio en su totalidad
(t12=-12.124; p<<0.001). Sin embargo, mientras que la region abdominal de los
silvestres el nimero de células gliales totales es bajo (58,05; n=6), este numero
aumenta (100,6; n=6) en el ganglio abdominal mutante, a expensas de disminuir el
numero de células en la region toracica. Estos datos sugieren defectos en la migracion
de la glia lateral en mutantes Gai'.

Concluyendo, los defectos severos en el desarrollo y diferenciacion de la glia
lateral si podrian ser los responsables de los problemas de condensacion que padecen

en los mutantes Gai™ (ver discusion).

Los mutantes Gai" muestran defectos en el patron de expresion de neuropéptidos

Como hemos comentado en la introduccion, se ha descrito la implicacion de Gai
en procesos neuroendocrinos (Dhanasekaran N. et al, 1998). Tanto los estudios en
Manduca sexta como los nuestros demuestran la naturaleza neurosecretora de algunas
de las neuronas que expresan Gai (ver patron de expresion larvario). Por ello,
estudiamos la expresion de dos neuropéptidos en los mutantes Gai: FMRFamida y
Leucoquinina, dos neuropéptidos presentes en células que expresan Gai. Los alelos

empleados en este estudio han sido Gai’***y Gai®.

Defectos en la expresion de la FMRFamida

Como ya hemos comentado en el patron de expresion, habiamos visto expresion
de Gai en células que expresan el neuropéptido FMRFamida. La expresion de la
FMRFamida en el ganglio ventral, neuropéptido implicado en la motilidad de los
musculos viscerales (Nichols, 2006), se restringe a una célula ventral en cada uno de

los tres hemisegmentos toracicos, que recibe el nombre de célula Tv (por su
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localizacion toracica y ventral) (figura 26a). Para conocer el patron de expresion de la
FMRFamida en los mutantes Gai’, utilizamos un anticuerpo que reconoce a este
neuropéptido (ver materiales y métodos). Los estudios en silvestres muestran que el
77.8% de los individuos silvestres tienen 6 células Tv por ganglio ventral, y el 22.2%

tienen 5 células Tv por ganglio ventral (n=18).

Anti-FMRF

Anti-Leucoquinina

Fig. 26. Los mutantes Gai- muestran defectos en el patrén de expresion

de neuropéptidos. En a) observamos el SNC de un indivuduo del tercer

estadio larvario tenido con un anticuerpo que reconoce al neuropéptido
FMRFamida. Las flechas sefalan a las células Tv, pudiendo observar una
célula por hemisegmento toracico. En b) se muestra el SNC de individuo
mutante Gai-, que en este caso no presenta ninguna célula Tv. En c)
podemos observar el SNC de un indivuduo del tercer estadio larvario tehnido
con un anticuerpo que reconoce al neuropéptido Leucoquinina, cuya
expresion en el ganglio ventral se restringe a una célula en cada uno de
los 7 hemisegmentos abdominales mas anteriores, denominadas células
ABLK (flechas). En d) observamos el SNC de un individuo mutante Gai-,
donde el numero de células ABLK esta ostensiblemente reducido (flechas).

Barra de referencia 50 pm.
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Los mutantes Gai’ muestran defectos en la expresion del neuropéptido FMRFamida en
las células Tv, ya que nunca encontramos expresion en las 6 células Tv. En el 80% de
los individuos no se observa ninguna célula Tv por ganglio ventral, y en el 20%
restante se observa una sola célula Tv por ganglio ventral (n=15). Sin embargo, en los
l6bulos cerebrales, el patron de las células que expresan FMRFamida es igual en larvas

mutantes y silvestres (no mostrado).

Defectos en la expresion de la Leucoquinina

También habiamos visto que Gai se expresa en neuronas abdominales que
expresan el neuropéptido Leucoquinina, péptido implicado en la regulacion idnica de
los tubulos de malpigio (Chen y cols., 1994). La expresion de este neuropéptido en el
ganglio ventral de la larva Ill se limita a 14 células llamadas ABLK dibujando dos
hileras curvas que recorren el tercio inferior del borde del ganglio ventral (figura
26c). En las larvas mutantes Gai' el nimero de esas células ventrales esta muy
reducido, en ninguno de los casos superan las 10 células (n=7 ganglios). Sin embargo
no hemos observado en ningln caso la ausencia total de células leucoquininérgicas. En
todos los ganglios estudiados, los segmentos abdominales posteriores eran los que mas
sufrian la ausecia de las células leucoquinérgicas. Podemos concluir que la diferencia
en el nimero de células que expresan Leucoquinina en ganglios abdominales
silvestres y mutantes es significativa (ti4=-10.423;p<<0.001). La expresion de
Leucoquinina en los lébulos cerebrales se restringe a una célula por lébulo (llamadas
LHLK), que nunca esta ausente en los mutantes Gai’ (no mostrado).

Cabe destacar que con ambos neuropéptidos hemos visto expresion de Gai en las
mismas células en las que vemos los defectos de expresion. Esto podria ser
compatible con un efecto auténomo celular, es decir, que de algin modo Gai esté
regulando la expresion de estos neuropéptidos. Lo que si que podemos asegurar es
que los mutantes Gai” tienen defectos en el patron de expresion de los neuropéptidos

FMRFamida y Leucoquinina.

Sobre-expresion y expresion ectopica de transgenes bajo Gai-Gal4

Al modificar la expresion y/o las propiedades de una subunidad de una proteina

G, no solo se estudia el efecto que produce esta modificacion. Debido al mecanismo
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por el que actlan las proteinas G (ver introduccion), casi siempre al alterar la
expresion de una de ellas, o al modificar sus propiedades de union a las otras
subunidades, y/o al ligando, y/o al receptor, y/o sitio de unién a los
guanilnucleotidos, se estan produciendo efectos colaterales al interferir en el
mecanismo de accién de las otras subunidades, incluso modificando la expresion de
estas por mecanismos aun desconocidos (Schaefer y cols., 2001). Por tanto, la

interpretacion de estos experimentos puede llegar a ser muy compleja.

La sobre-expresion de la proteina Gai silvestre no produce defectos fenotipicos

aparentes.

Como ya hemos comentado anteriormente, el cambio del elemento P del tipo
UAS por uno del tipo Gal4 se realizé principalmente para poder expresar una bateria
de genes unidos a las secuencias UAS en el dominio de expresion de Gai-Gal4 (sistema
Gal4-UAS, ver materiales y métodos). Entre los genes que queriamos expresar de esta
manera se encontraba el que codificaba para la proteina Gai silvestre. De esta
manera se puede estudiar las consecuencias funcionales de la sobre-expresion de esta
proteina, en las mismas células donde de forma natural se expresa. Teniamos a
nuestra disposicion dos lineas transgénicas en las que estaba insertado el ADNc que
codifica para la proteina Gai detras de la secuencias UAS (UAS-Gai). A pesar de que
las construcciones transgénicas son idénticas, la ubicacion citogenética no era la
misma, una estaba insertada en el segundo cromosoma y la otra en el tercero. La
distinta ubicacion citogenética de ambas formas puede implicar que tengan distintos
niveles de expresion a pesar de estar bajo el mismo activador transcripcional (por
ejemplo por efectos de posicion).

La expresion mediante Gai-Gal4 de la forma UAS-Gai localizada en el cromosoma
II (UAS-Gai ll) produce una viabilidad del 96% de los esperados (siendo los esperados el
50% de los nacidos; niUmero de moscas nacidas:155) en los individuos que la portan.
Cuando expresamos la forma ubicada en el tercer cromosoma (UAS-Gai lll) utilizando
Gai-Gal4, la viabilidad es también del 96% de los esperados (siendo los esperados el
50% de los nacidos; niumero de moscas nacidas:133).

En ambos casos los individuos que salen son a su vez viables, fértiles y tienen el
ganglio ventral perfectamente normal. Es decir, la sobre-expresion de la proteina Gai

no parece producir defectos fenotipicos aparentes.
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La expresion de formas constitutivamente activas de la proteina Gai produce

letalidad al expresarse bajo el Gai-Gal4.

También utilizando el sistema Gal4-UAS expresamos formas constitutivamente
activas de la proteina Gai bajo el activador transcripcional Gai-Gal4. En las formas
constitutivamente activas de la proteina Gai se encuentra mutado el domino GTPasa,
de modo que siempre se encuentran unidas a GTP y por tanto se encuentran activas
en todo momento (ver introduccion). Contabamos de nuevo con dos lineas
transgénicas en las que la construccion UAS estaba situada en el cromosoma dos y en
el tres (nombradas constitutiva Il y constitutiva Ill de hora en adelante). Queriamos
saber los efectos que podria causar la activacion continuada de Gai en el desarrollo
de la mosca, pudiendo de esta manera ampliar informacion sobre su funcion
biologica. Por tanto hicimos dos experimentos distintos, uno para cada transgen.

La expresion mediante Gai-Gal4 de la forma constitutiva Il reducia la viabilidad
de forma drastica; tan solo nacian un 13.6% de los esperados (siendo los esperados el
25% de los nacidos; numero de moscas nacidas:206). Los individuos que nacian
presentaban ademas importantes defectos en su maduracion, mostraban el fenotipo
“infanto-juvenil”, en el que las alas permanecen plegadas, y la cuticula es
blanquecina, blanda, sin curtir (falta de maduracion). Estos caracteres son tipicos de
un adulto recién eclosionado (en sus dos o tres primeras horas de vida); sin embargo a
estos individuos les acompanaba este aspecto durante su reducida vida (vivian menos
de dos dias). Esta descrito que este fenotipo esta relacionado con defectos en trafico
vesicular (Torroja et al, 1999), y sefalizacion neuroendocrina (McNabb y cols., 1997).

Con la expresion mediante Gai-Gal4 de la forma constitutiva Il la letalidad es
total (0% de los esperados, siendo los esperados el 25% de la progenie, n=). Lo que si
hemos podido observar es la extrana morfologia alargada y retorcida que presentaban
algunas larvas. Este ultimo experimento también lo hemos realizado a 20°C, de modo
que la expresion de la forma constitutiva es mas baja, y asi hemos podido observar el
efecto en dosis menores, con lo que se deberian de reducir los efectos deletéreos de
su expresion. Sin embargo los resultados no fueron distintos a los obtenidos a 25°C. En
todos los casos el ganglio ventral larvario presentaba una morfologia completamente

normal.
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Este experimento se completd con la expresion de las formas constitutivamente
activas utilizando otras lineas Gal4. Una de estas lineas se expresa en neuronas Tv
FMRFamidérgicas (P224-Gal4), otra en las dos neuronas que producen la hormona de
la eclosion (C271-Gal4), y la Gltima es un fragmento de la region reguladora del gen
apterous (Vga-Gal4) que se expresa en tres neuronas toracicas y ventrales situadas
muy proximas a las células Tv FMRFamidérgicas.

Tan solo obtuvimos letalidad al expresar las formas constitutivamente activas de
la proteina Gai con la linea Gal4 que se expresa en las células Tv FMRFamidérgicas.
Con la construccion del cromosoma Il (la menos letal en los experimentos anteriores)
nacen el 67.60% de los esperados, siendo los esperados el 25% de la descendencia
total (descendencia estudiada:261). Con la construccion del cromosoma Il (la mas
letal en los experimentos anteriores) nacen el 12.74% de los esperados, siendo los
esperados el 50% de la descendencia total (descendencia estudiada:149). Estos
individuos también presentan fenotipo infanto-juvenil.

La expresion de las mismas formas constitutivamente activas en las células
adyacentes a las células Tv, o con la linea c21-Gal4, no provoca letalidad, lo que
indica que estas formas no provocan letalidad al expresarse en cualquier ambiente.
Por tanto, podemos concluir que la expresion de formas constitutivamente activas de
la proteina Gai puede afectar al desarrollo y/o fisiologia segin el entorno en el que

se exprese.

Experimentos de rescate

Para entender mejor el efecto materno que presenta tanto el ARNm como la
proteina Gai, hicimos experimentos de genética clasica estudiando los individuos
descendientes de parentales con distintas combinaciones genotipicas: el padre
homocigoético para la mutacion Gai y la madre heterocigética, viceversa, los dos
parentales homocigoticos y los dos heterocigéticos. El estudio de la descendencia se
baso en el estudio de la viabilidad, morfologia del ganglio ventral y en el patron de
expresion de la FMRFamida, dado que estos son tres de los fenotipos que mejor
caracterizan a estos mutantes. De este modo concluimos que tan solo los individuos
homocigoticos de madres homocigoticas (independientemente de que el padre sea
homocigotico o heterocigdtico) poseen una viabilidad reducida, el ganglio ventral

elongado y muestran defectos de expresion en el neuropéptido FMRFamida.
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Ademas, cabe destacar que los individuos heterocigéticos provenientes de
madres homocigéticas y padres heterocigoticos, cuyo Unico aporte de Gai es a través
de la expresion cigotica aportada por el padre, poseen el ganglio ventral y el patron
de FMRFamida propios de un individuo silvestre. Esto indica, que la copia del gen
aportada por el cromosoma del padre (que ha de tener expresion cigotica) es
suficiente para que el desarrollo de los individuos sea el correcto.

Llegados a este punto, nos planteamos dos experimentos de rescate, en los que
mediante transgenes del tipo Gal4 y UAS-Gai expresamos Gai en distintos fondos

genéticos.

La expresion de Gai mediante la linea de expresion cigética Gai -Gal4 no rescata

el fenotipo en individuos carentes de los productos maternos y cigéticos de Gai.

Nos preguntamos si podriamos rescatar la viabilidad de individuos mutantes
homocigoticos para el gen Gai (procedentes de madres homocigoéticas y padres
heterocigoticos), expresando en estos individuos, a través del activador
transcripcional Gai-Gal4, la proteina silvestre Gai. Este experimento seria una
situacion parecida a la de estudiar individuos heterocigoticos nacidos de madres
homocigoticas, donde la copia del gen para Gai viene aportada por el padre.

El cruce lo disenamos con marcadores larvarios y puparios para poder seguir el
desarrollo larvario-pupario de estos individuos, y consistio en cruzar machos vy
Pw+)Galid4/ Gai®® con hembras w;UAS-Gai  Gai %/TM3, Sb, y estudiar la
descendencia de genotipo y w/w;Gai’ V¢4 /UAS-Gai Gai®®. En estos experimentos

utilizamos el alelo Gai”™"/¢@#

w;Gai

, que ademas de ser mutante para Gai, dirige la
expresion de Gal4 en el dominio de expresion de Gai.

Sin embargo no eclosiona ninglun individuo con el genotipo en el que
supuestamente se tendria que haber producido el rescate (que poseen a la vez Gai-
Gal4 y UAS-Gai) (0% eclosionados de los esperados, siendo los esperados el 25% de la
progenie, n=289). Un pequeno porcentaje llegaba a larva lll, y de ellos todos
presentaban el ganglio ventral elongado (n=20).

Probablemente, con Gai-Gal4/UAS-Gai no conseguimos rescatar la viabilidad ni
el fenotipo de ganglio elongado porque quizas a estos individuos la expresion de
proteina Gai cigotica ocurre tardiamente (postembrionaria), cuando la falta de aporte
materno ya ha ocasionado importantes defectos en el desarrollo. Sin embargo, hemos

visto que la proteina cigoética paterna si consigue paliar de alguna forma la ausencia
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de proteina materna. Puede que el patron temporal de Gai-Gal4 no reproduzca
fidedignamente el patron espacio-temporal real del gen Gai, y comience a expresarse
mas tarde. También podria ocurrir que las dosis a las que se expresa Gai mediante el
sistema Gal4/UAS sean diferentes de las necesarias para un correcto desarrollo.

En resumen, la expresion cigotica de Gai mediante Gai-Gal4 no es capaz de
rescatar el fenotipo en individuos Gai hijos de madres mutantes Gai” (y por tanto sin
producto materno).

La expresion de Gai mediante Gai-Gal4 en una madre mutante para Gai no rescata

el fenotipo en su descendencia homocigética para la mutacioén.

En este experimento la madre es homocigética para la mutacion, pero expresa
Gai a través del Gai-Gal4:UAS-Gai, de modo que presumiblemente deberia aportar al
hijo (que es homocigdtico para la mutacion) ARNm y proteina necesaria para el
correcto desarrollo. El cruce que se realizo para este experimento de rescate
consistio en cruzar hembras y w;Gai* ™% /yAS-Gai Gai®? con machos w;Gai*®/TM3,
Sb, y estudiar la descendencia de genotipo w; Gai */UAS-Gai Gai®.

Sin embargo, tampoco de esta manera eclosiona ningun individuo homocigotico
para la mutacion en Gai (0% de los esperados, siendo los esperados el 50% de la
progenie total, n=232).

Podria ocurrir que Gai-Gal4, al no expresarse en las células nodriza (ver patron
de expresion en adultos), no pudiese aportar al oocito el ARNm y la proteina
necesaria para rescatar el fenotipo. Recordemos, que el grupo de Wolfgang si ha visto
expresion de ARNm de Gai en las células nodriza (Wolfgang y cols., 1991).

Por tanto, la expresion en la madre de Gai mediante Gai-Gal4 no es suficiente

para rescatar el fenotipo de hijos homocigoéticos para la mutacion del gen Gai.
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Discusion
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Al inicio de esta tesis doctoral no se concocia ninguna funcién asociada a la
proteina codificada por el gen Gai de Drosophila, y de hecho no existia ningun
mutante para este gen. Aunque posteriormente han aparecido publicaciones en las
que se han descubierto implicaciones concretas de esta subunidad Gai, tanto en la
fisiologia como en el desarrollo de este organismo, los procesos en los que Gai es el
componente de senalizacion esencial en el desarrollo y fisiologia de Drosophila, han
permanecido ignotos hasta ahora.

En el transcurso de este trabajo hemos analizado minuciosamente la funcion del
gen Gai en el desarrollo y fisiologia de Drosophila melanogaster, y nos hemos
centrado especialmente en el sistema nervioso. En esta tesis doctoral hemos
detallado el patron de expresion espacio-temporal del gen que codifica la proteina
Gai, identificando, en la mayoria de los casos, la naturaleza de las células que lo
expresan. A su vez hemos analizado y caracterizado el fenotipo de mutantes
generados en nuestro laboratorio de falta de funcién para el gen Gai en Drosophila, y
este analisis lo hemos realizado a lo largo de todo desarrollo de Drosophila, incidiendo
de forma especial en el sistema nervioso.

Para completar estos estudios, y entender de una forma holistica el papel de
Gai, hemos analizado las consecuencias en el desarrollo y fisiologia que tienen en este
insecto la sobre-expresion de formas silvestres de la proteina Gai, asi como la
expresion de formas constitutivamente activas de la misma. De esta manera, hemos
obtenido interesantes resultados, que ayudan a comprender la importancia que tiene
esta proteina en la biologia de este invertebrado. Dado el alto grado de conservacion
que muestran estas proteinas en estructura y en la mayoria de las funciones
caracterizadas hasta ahora, pensamos que nuestros resultados seran validos, en gran
medida, para entender el papel de Gai en la biologia de los distintos organismos que

componen la escala filogenética.

La expresion de Gai sugiere su implicacion en procesos biolégicos muy

diversos

Gai esta presente a lo largo de, practicamente, todo el desarrollo de Drosophila
y es expresada en diferentes tejidos. Esta expresion ubicua esta hablando de la
importancia que tiene esta proteina en la fisiologia y desarrollo de este organismo, y

en la diversidad de procesos en los que participa, en los que estaria trabajando con
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distintos receptores, distintas dianas e incluso sefalizando a través de distintos
mecanismos, tales como la activacion independiente de receptor que experimenta
Gai en la division asimétrica de neuroblastos (Takesono y cols., 1999; Natochin y
cols., 2000; Schaefer y cols., 2001). Por tanto, la senalizacion por parte de la
subunidad Gai es muy utilizada durante el ciclo vital en distintos 6rganos y tejidos, y
su modo de accion parece que varia segin el contexto donde la estudiemos.

La temprana expresion que presenta Gai, la falta de fenotipos acusados en los
mutantes de primera generacion, asi como los resultados de nuestros experimentos de
genética clasica no dejan ninguna duda acerca del fuerte componente materno que
presenta este gen, ratificando de esta manera lo ya recogido en la literatura (Provost
y cols., 1988; Wolfgang y cols., 1990). Este componente materno podria explicar
porque mediante genes marcadores expresados bajo el gobierno de Gai-Gal4 (linea
que recoge la expresion cigotica del gen) no se observa sefal alguna en estadios
tempranos, en los que el producto materno podria ser la Unica fuente de este gen.

El patron de expresion que observamos mediante genes marcadores expresados
con Gai-Gal4 coincide, en lineas generales, con lo descrito anteriormente en
Drosophila. En esta tesis hemos profundizado mas en dicho patrén, identificando en la
medida de lo posible la naturaleza de las células que expresan Gai. El hecho de que
nosotros no observemos expresion en alguna estructura donde otros grupos describen
presencia de proteina Gai, como el cardioblasto, la glandula protoracica o células
nodriza del ovario (Wolfgang y cols., 1990; Wolfgang y cols., 1991), puede deberse a
que la linea Gai-Gal4 no recoja de forma integra el patron espacio-temporal del gen
que codifica para Gai, circunstancia comun en muchas lineas Gal4
(http://www.flybase.net). Es importante recalcar que nosotros hemos estudiando el
patron de expresion de Gai a través de la linea Gai-Gal4, que como hemos detallado
en los resultados, esta construida sobre una deficiencia dentro del exon 1, y, aunque
no es comln que haya zonas activadoras dentro de los intrones o exones, no podemos
descartar esta posibilidad, circunstancia que explicaria también la discordancia de
expresion entre la sefal que nosotros hemos observado mediante el sistema Gal4-UAS
y la observada por los otros grupos mediante técnicas inmunohistoquimicas y de
hibridaciones in situ.

Es interesante sefalar que la expresion que observamos coincide en gran
medida con la publicada en Manduca sexta (Copenhaver y cols., 1995), lo que sugiere
que su expresion, y por ende su funcion, parece estar conservada al menos en

invertebrados. Como ya hemos visto, existe un alto grado de conservacion a nivel de
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secuencias en los genes que codifican para las proteinas G a lo largo de la escala
filogenética, y los experimentos estan constatando, poco a poco, que también la
funcion parece estar muy conservada en las distintas especies donde se estudia
(Morris y Malbon, 1999; Alberts y cols., 2002; Wettschureck y Offermanns, 2005).
Como ejemplo tenemos que tanto los mecanismos que generan division asimétrica,
como la implicacion que en ella tienen las proteinas G, estan altamente conservados
en animales tan dispares como el gusano C.elegans, la mosca Drosophila e incluso en
mamiferos como el raton (Knoblich, 2001).

En el sistema nervioso, Gai se expresa predominantemente en la glia lateral, y
en algunas neuronas, algunas de ellas identificadas como neurosecretoras. Estos datos
sugieren la implicacién de Gai en el desarrollo/fisiologia de la glia, asi como en
procesos neuroendocrinos. Nuestros experimentos indican que, efectivamente, Gai
esta implicada en estos dos procesos. A continuacion se discuten las posibles
implicaciones funcionales de la proteina Gai derivadas de los experimentos realizados

durante esta tesis doctoral.

Gai se requiere para el desarrollo tardio y diferenciacion de la glia

lateral

Como ya hemos visto, los estudios del patron de expresion revelan una
predominancia de sefal en el SNC. Analisis mas detallados utilizando marcadores
especificos de la glia lateral demuestran que el 85% de las células que expresan Gai
colocalizan con el marcador de la glia lateral Repo. Estos datos sugieren una
implicacion por parte de Gai en el desarrollo y/o fisiologia de la glia de Drosophila.
De hecho, publicaciones muy recientes asi lo constatan, identificando a Gai como un
componente necesario para la formacion y estabilizacion de la barrera
hematoencefalica (formada por la glia de superficie), y por tanto también necesario
para el correcto funcionamiento fisiologico de esta estructura glial (Daneman y
Barres, 2005; Schwabe y cols., 2005). Nuestros datos recogidos en los analisis de
mutantes de falta de funcion para Gai apoyan un papel mas general que la
implicacion de Gai en la barrera hematoencefalica. El analisis de nuestros resultados
sugiere que Gai esta también implicada en el desarrollo tardio de toda la glia lateral,
no solo de la glia de superficie, teniendo un papel de alto protagonismo en la

diferenciacion final y migracion de estas células.
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La falta de Gai genera defectos en la posicion (migracion) de la glia lateral

Los mutantes de falta de funcion de Gai (Gai’), donde no hay expresion ni
cigotica ni materna, muestran un claro fenotipo en la glia lateral. Sin embargo, las
células gliales llegan a adquirir correctamente su identidad glial, ya que no cambia el
numero de células que expresan tanto Repo como gcm. A diferencia de lo que ocurre,
por ejemplo, en mutantes para el gen gcm, donde las células que deberian poseer
destino glial adoptan destino neuronal, y por tanto expresan marcadores neuronales,
la falta de funcion de Gai no impide que las células adquieran identidad glial. Esto
sugiere que la subunidad Gai no es necesaria para el proceso inicial de determinacion
del destino glial ni para el desarrollo temprano de la glia. Sin embargo, en ausencia
de Gai el patrén espacial de las células de la glia no se establece correctamente, lo
que sugiere que Gai participa en el desarrollo tardio de la glia, asi como en su

correcta migracion y/o diferenciacion.

loco se aisld en una busqueda de genes criticos para el desarrollo tardio de la glia
lateral. La proteina Loco posee un dominio Go-Loco, con actividad GDI, y un dominio
RGS, con actividad GAP. Loco se une in vivo a Gao y Gai, pero no a otras subunidades
Ga, y esta implicado en el desarrollo tardio y diferenciacion de la glia lateral,
concretamente esta muy estudiado su papel en la formacion y mantenimiento de la

barrera hematoencefalica.

La similitud de fenotipo glial entre los mutantes en Gai y los mutantes loco es
relativa. En los mutantes de falta de funcion para el gen loco no se observan defectos
groseros ni en el nimero ni en la posicion de las células que expresan la proteina
marcadora de la glia lateral Repo (Granderath y cols., 1999). Sin embargo, si observan
diferencias respecto al silvestre cuando analizan la glia con la linea lacz M84, que
marca un subtipo de glia lateral y permite un analisis mas detallado. De esta manera,
se observa que la sefal es ligeramente mas débil en las células gliales Ay B en los
mutantes loco, y que la posicion de los nlcleos gliales parece ser mas variable que en
los individuos silvestres (Granderath y cols., 1999). Se detectan diferencias mas
aparentes en los mutantes loco al realizar estudios de microscopia electronica, que
ponen de manifiesto que las células de la glia lateral no envuelven, y por tanto no
aislan, correctamente a los axones del tracto longitudinal (Granderath y cols., 1999;

Daneman y Barres, 2005; Schwabe y cols., 2005).
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Nosotros, por el contrario, si observamos diferencias al analizar la expresion del
anticuerpo anti-Repo en los mutantes Gai’, y observamos exactamente las mismas
diferencias al analizar la glia con la linea gcm-lacz, que expresa la enzima B-
galactosidasa en las células que expresan el gen maestro de glia gcm (datos no
mostrados). En los embriones mutantes Gai’, los nlcleos de las células gliales
laterales varian notablemente de posicion respecto a los embriones silvestres. De
hecho, varian tanto de posicion que no se pueden distinguir los subtipos de glia, y por
ejemplo, no es posible diferenciar las células A y B de las células de la glia
longitudinal. Podemos concluir por tanto que los defectos observados en la glia lateral

del neuropilo son mas acusados en los mutantes Gai” que en los mutantes loco.

Ademas de su implicacion en el desarrollo de la glia lateral del neuropilo, loco, y
la senalizacion mediada por las proteinas G heterotriméricas Gai y Gao, esta
implicado en la formacion de la barrera hematoencefalica. Lo que ya sabemos por la
bibliografia es que Gai participa en el desarrollo y mantenimiento de la barrera
hematoencefalica junto con Loco, Moody, la subunidad Gao y GB13F-Gy1, y por tanto
participa en el aislamiento eléctrico del SNC (Granderath y cols., 1999; Daneman y
Barres, 2005; Schwabe y cols., 2005). En estos trabajos observan como en los
mutantes Gai® se encuentra interrumpida dicha barrera, de manera que estos
mutantes tienen comprometida la conductancia axonal, al permitir el paso de iones
de K" de la hemolinfa a través de la barrera defectuosa, produciendo un fenotipo de
mala movilidad. Este fenotipo podria recordar al de los mutantes loco (Granderath y
cols., 1999; Daneman y Barres, 2005; Schwabe y cols., 2005), pero es mas débil en
mutantes Gai- que en mutantes loco. Es importante resaltar que junto con Loco, el
heterodimero GBy y la subunidad Gao, Gai también participa en otros contextos como
la division asimétrica de neuroblastos y precursores de organos sensoriales (Fuse y
cols., 2003; Yu y cols., 2003; Katanaev y Tomlinson, 2006). El fenotipo de los
mutantes de falta de funcion Gao, loco y GBy, tanto en la barrera hematoencefalica
como en la division asimétrica es mas severo que el que presentan los mutantes de
falta de funcion para la subunidad Gai, indicando que el papel de Gai en estos

procesos es menos relevante que el de los otros tres componentes.

Que el fenotipo glial de los mutantes Gai” sea mas severo que el de los mutantes
loco sugiere que el papel que cumple Gai en el desarrollo tardio, diferenciacion y
migracion de la glia lateral es, probablemente, mas relevante que el que cumple la

proteina Loco. Es importante notar la diferencia respecto a lo que ocurre en la
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barrera hematoencefalica y en la division asimétrica, donde tanto Loco como Gao
tienen mas protagonismo que Gai. En estos dos Ultimos procesos parece que Loco,
ademas de regular a Gai, también esta regulando a Gao, y por ello el fenotipo que
presentan los mutantes [oco en estos procesos es mas severo que el de los mutantes
Gai. Estos datos, y las alteraciones severas en la division asimétrica y el
establecimiento de la barrera hematoencefalica causadas por la expresion de formas
silvestres y mutantes de Gao, sugieren que Gai tiene un papel secundario en estos
procesos. La expresion de Gao en el sistema nervioso es muy ubicua, esta presente,
como hemos visto en la glia de superficie, pero no se ha estudiado su presencia en
otras células gliales. Sin embargo, aun en el caso de que se exprese, el hecho de que
el fenotipo glial que muestra Gai’ sea mas severo que el de loco parece indicar que
Gao probablemente tenga un papel mas secundario que Gai en la migracion vy

diferenciacion de la glia.

Nuestros resultados sugieren que la subunidad Gai esta implicada en la regulacion
de la migracion glial. En embriones mutantes la posicion de las células de la glia
lateral esta alterada, pero podemos observar un fenotipo mas acusado en las larvas
mutantes Gai" del tercer estadio. Como hemos comentado en resultados, en el ganglio
ventral larvario de individuos silvestres, las células de la glia lateral, visulalizadas con
el anticuerpo anti-Repo, muestran un patron posicional en el que se delimitan dos
territorios bien definidos. En la region toracica las células de la glia lateral son
abundantes y aparecen dispersas, sin un orden aparente. Sin embargo, en la region
abdominal el niumero de células gliales es mucho menor, y su distribucion parece
seguir un patron de columnas en el eje antero-posterior. Mediante el estudio de la
expresion del marcador glial Repo observamos que en los individuos mutantes para
Gai, la distribucion de células gliales en el ganglio ventral larvario dista mucho de la
descrita para los individuos silvestres. En el ganglio ventral de los mutantes Gai" no
existen dos ambientes de distribucion de células gliales bien definidos, sino que las
células aparecen homogéneamente dispersas en la totalidad del ganglio ventral. Sin
embargo, no se producen diferencias significativas en el nUmero de células gliales, lo
que sugiere defectos de migracion glial. Esta no seria la primera vez que se relaciona
a Gai con procesos de migracion, puesto que, como ya hemos comentado en la
introduccion, estudios in vitro de células de mamiferos sugieren que Gai participa en
la migracion de linfocitos (Spangrude y cols., 1985; Bacon y Camp, 1990). También
son muy interesantes los datos obtenidos a través de cultivos celulares de células de

glioma humanas, en los que se ha visto que el aumento en la adhesion y la migracion
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de estas células esta asociada a la sobre-expresion de las proteinas humanas
homologas a Loco, probablemente a través de la regulacion de la actina del
citoesqueleto. Estos datos evidencian, una vez mas, la implicacion de la seializacion
mediada por proteinas G en procesos de migracion, esta vez con el incentivo de

tratarse de células gliales (Tatenhorst y cols., 2004).

Como en la barrera hematoencefalica Gai también regula el correcto
posicionamiento de las células que la componen a través del control de la actina
cortical, es tentador sugerir que probablemente también sea mediante la regulacion
de componentes del citoesqueleto, en respuesta a senales externas (como hormonas o
moléculas provenientes de los axones), como Gai participa en los procesos de

migracion del resto de la glia lateral.

El defecto de condensacion del ganglio ventral en los mutantes Gai" se debe

principalmente a defectos en la glia lateral

El fenotipo que mas llama la atencion de los mutantes Gai” es la falta de
condensacion que presentan en el ganglio ventral nervioso. Como hemos comentado
en los resultados, el proceso de condensacion sigue siendo misterioso y desconocido,
pero se sabe que existen cuatro procesos que parecen contribuir de una u otra
manera en el mecanismo de condensacion del ganglio ventral (Olofsson y Page,

2005). Ordenados de mayor a menor en funcidn de su contribucion tenemos:

1. La deposicion de componentes de la matriz extracelular por parte de los

hemocitos en migracion.

2. El correcto desarrollo y diferenciacion de las células de la glia.
3. El correcto desarrollo y diferenciacion de la red neuronal y neuropilo.
4, El inicio de la actividad del sistema nervioso central.

No existen defectos aparentes en la migracion de los hemocitos en mutantes Gai

Hemos comprobado como la migracion de los hemocitos en los mutantes Gai™ es
correcta, por lo que no es la falta de deposicion de componentes de la matriz
extracelular lo que produce la falta de condensacién en los mutantes Gai". Este hecho

es acorde con el porcentaje de elongacion que observamos nosotros (un 11.5% mas
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largo que el salvaje), mucho mas corto que el que observa el grupo de Olofsson en
mutantes en los que la migracion de los hemocitos esta interrumpida, donde el
ganglio ventral es un 23% mas largo que los embriones salvajes (Olofsson y Page,
2005).

La falta de actividad neural no parece contribuir a los defectos de elongacion

observado en los mutantes Gai

Los mutantes Gai’ tampoco tienen una falta total de actividad neuronal, porque
si fuese asi no llegaria ningln individuo a larva, y mucho menos a adulto. Puede
ocurrir que los defectos en la barrera hematoencefalica, al producir una disminucion
de la conductancia axonal, mermen la actividad neural de los individuos mutantes
Gai, pero no de manera muy acusada dado que los defectos que presentan en la
barrera hematoencefalica los mutantes Gai son muy débiles (Schwabe y cols., 2005).
Ademas, en el supuesto caso que la actividad neuronal fuese nula (aunque sabemos
con certeza que esto no es cierto), la elongacion resultante seria menor que la que
observamos, ya que interrupcion total de la actividad neuronal mediante la expresion
pan neural de la toxina tetanica produce un ganglio un 7.2% mas largo que los ganglios
silvestres, y la elongacion que vemos en los mutantes Gai es un 11.5% mayor que los
ganglios silvestres, por lo que el porcentaje restante de elongacion (4.3%) tendria que

ser debido a otra causa.

Los defectos en el neuropilo podrian contribuir a los defectos de condensacion,

aunqgue no parecen ser los responsables Gltimos

En los embriones Gai' observamos un ligero defecto en el patréon neuronal asi
como en el neuropilo que acompana a estas neuronas. Este fenotipo neural podria ser
secundario, consecuencia del mismo defecto glial, ya que entre neuronas y glia se
mantiene un intenso y continuo dialogo durante el desarrollo de ambas partes, de
manera que en cuanto una de las dos partes interrumpe o distorsiona este dialogo, la
otra parte no puede desarrollarse de forma correcta (Griffiths e Hidalgo, 2004).
Sospechamos que este defecto tampoco es el responsable Ultimo de la falta de
condensacion que observamos en los mutantes Gai’, porque una desestabilizacion del
neurocitoesqueleto por la expresion pan-neural de una forma dominante negativa de

la proteina Rac1, que desorganiza por completo tanto el patron neuronal como el



111

neuropilo, da lugar a un ganglio ventral un 7.4% mas largo que el ganglio ventral

silvestre (Olofsson y Page, 2005), un 4.1% mas corto que el de los mutantes Gai'.

Los defectos en la glia lateral parecen ser los responsables de los defectos de

condensacion observados en los mutantes Gai’

Como también hemos comentado anteriormente, los mutantes Gai’ presentan
defectos en la diferenciacion y migracion de la glia lateral. El grupo de Olofsson
estudio la condensacion del ganglio ventral en mutantes para el gen heartless, el cual
presenta defectos en la glia lateral, y tras desestabilizar el citoesqueleto de toda la
glia lateral expresando una forma dominante negativa de la proteina Rac1 (Olofsson y
Page, 2005). En ambos casos, al alterar el patron y las caracteristicas de esta glia, se
produce una importante falta de condensacion (18.6% en el primero de los casos y un
14.1% en el segundo). Todo ello nos hace pensar que los defectos que nosotros
observamos en la glia lateral son la causa, en gran medida, de la falta de
condensacion que observamos, y ademas podrian contribuir por efectos secundarios
sobre la arquitectura del neuropilo y la actividad neural. Estos hechos, junto con la
existencia de algunos mutantes gliales que presentan también el fenotipo de falta de
condensacion, como el mutante de falta de funcion para el gen repo (Campbell y cols
1994; Halter y cols 1995) refuerzan la hipdtesis planteada hace tiempo por Pipa de

que la glia podria ejercer algun tipo de fuerza que condense el SNC (Pipa, 1973).

Gai esta implicada en procesos neuroendocrinos.

En mamiferos es conocido el papel que tiene Gai en procesos endocrinos, parece
ser que mediante la regulacion de los niveles de AMPc intracelular. Se ha comprobado
que Gai esta implicada en la regulacion tanto de la la tolerancia a la glucosa, como
en la regulacion de los niveles de este glicido en sangre, probablemente a través de
la regulacion de la insulina (Chen y cols., 1997; Moxham y Malbon, 1996). Por otro
lado es conocida la formacion de tumores endocrinos al expresar formas
constitutivamente activas de esta proteina (Dhanasekaran N. y cols., 1998) asi como
que mutaciones somaticas en Gai humano estan relacionadas, de nuevo, con tumores

endocrinos (Lyons y cols., 1990; Dhanasekaran N. y cols., 1998; Lerman y cols., 1998).
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Nuestros datos, tanto de expresibn como de fenotipo, también sugieren la

implicacion de Gai en distintos procesos endocrinos de Drosophila.

Los mutantes Gai” presentan defectos en la expresion de neuropéptidos ;Defectos

en la identidad celular o problemas de regulacion de la expresion?

Es evidente que en los mutantes Gai™ se reduce drasticamente el nimero de
células inmunoreactivas para los anticuerpos que reconocen a los neuropéptidos
FMRFamida y Lecoquinina. Sin embargo, no hemos podido determinar si las células
que deberian expresar estos neuropéptidos estan presentes pero sin expresar los
neuropéptidos, o de lo contrario las células neuropeptidérgicas no existen. Por tanto,
la ausencia de inmunoreactividad puede deberse a defectos en procesos radicalmente
diferentes, bien a problemas de identidad neural, o bien a defectos en la expresion
de los neuropéptidos.

Por un lado podria ocurrir que Gai participe en procesos de identidad celular,
bien actuando como determinante de destino celular (otorgando a una célula
concreta un destino celular determinado), bien participando en la segregacion de
dichos determinantes. Este Ultimo papel es bien conocido en neuroblastos, células
que precisamente son los progenitores de las neuronas que posteriormente secretaran
estos neuropéptidos, donde Gai forma parte de un complejo proteico que controla la
correcta segregacion de los determinantes de destino celular, que son los que en
ultima instancia otorgan (segln su presencia o ausencia) una identidad celular
determinada (Schaefer y cols., 2001; Fuse y cols., 2003; Yu y cols., 2003; Yu y cols.,
2005). Por otro lado podria ocurrir que Gai esté implicada en la regulacion de la
expresion del neuropéptido, participando de alguna manera en la cascada de
sefalizacion que ha de producirse para que el neuropéptido se exprese en esa célula.

Si Gai participase en procesos de identidad neuronal, bien como determinante o
bien como segregador de los determinantes, una célula a la que le deberia
corresponder un destino neuronal determinado (en el caso que nos ocupa: destino
neurosecretor, por ejemplo expresando FMRFamida) adquiriria, por ausencia del
determinante de destino, un destino celular erroneo, y por tanto no veriamos en esa
célula expresion del neuropéptido en cuestion. Sin embargo, las alteraciones
observadas en la division asimétrica de mutantes Gai” sugieren que este proceso no es
la causa principal del fenotipo de reduccion en la expresion de neuropéptidos.

Primero, los mutantes Gai” presentan defectos de division asimétrica en tan solo el
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21% de los neuroblastos (Yu y cols., 2003), mientras que el porcentaje de pérdida de
immunoreactividad contra FMRFamida y Leucoquinina es mucho mayor (95% en el caso
de la FMRFamida y 65% en el caso de la Leucoquinina). Segundo, en mutantes de
falta de funcion para Gai, el porcentaje de errores en la adquisicion del destino
celular correcto de una determinada motoneurona (concretamente la RP2) es tan solo
del 10%, en los que se producen ausencia o duplicacion de esta motoneurona (Yu 'y
cols., 2003). En el caso de las células que expresan FMRFamida o Leucoquinina, nunca
hemos observado duplicacion de alguna de estas células (situacion que deberiamos
observar con una frecuencia cercana al 5 % en el caso de que fuese un defecto de
adquisicion de destino neural), y por otro lado el numero de ausencia de
inmunotincion supera con creces el 5%. Por tanto, los defectos en identidad neural
contribirian, en todo caso, en muy bajo porcentaje a la ausencia de células
neuropeptidérgicas observada en los mutantes Gai'.

Por otro lado, el otro proceso en el que podria estar implicada Gai es en la
regulacion de la expresion del neuropéptido. Es decir, la célula tendria la identidad
neurosecretora correcta, pero Gai participaria en la ruta necesaria para la expresion
del neuropéptido. Este hecho se ve respaldado por la expresion de Gai en estas
células. Podria haber una senal extrinseca que indujera y/o mantuviera la expresion
del neuropéptido, por ejemplo un ligando que se una a un receptor asociado a
proteinas G.

Aunque no hemos podido determinar si las células neurosecretoras afectadas
estan presentes (hecho que evidenciaria que lo que es defectuoso es la expresion del
neuropéptido), pensamos que el proceso en el que esta participando Gai es en la
expresion del neuropéptido, porque por un lado Gai se expresa precisamente en estas
neuronas peptidérgicas ya diferenciadas (hecho que también ocurre en la polillas
Manduca sexta, al menos con la FMRFamida), y, por otro lado, el bajo porcentaje de
defectos en la adquisicion de destino celular debidos a la division asimétrica vistos en
Gai" no explica el alto porcentaje de ausencias de células peptidérgicas que
observamos nosotros ni la ausencia de duplicaciones en estas células. Por tanto,
proponemos que, en determinados tipos celulares, Gai actuaria en la cascada de
senalizacion que conduce a la regulacion de la expresion de neuropéptidos en
respuesta a estimulos neuroendocrinos. En este sentido, es conocida la accion de
numerosas sefnales neuroendocrinas como moduladores de la liberacidon y/o expresion
de otros neuropéptidos u hormonas. En Drosophila, el neuropéptido Corazonina regula

la liberacion de la hormona ETH en las células INKA durante la ecdisis (Kim y cols.,
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2004), y a su vez ETH conduce a la activacion de las neuronas FMRFamidérgicas (Ewer,
2005; Kim y cols., 2006) (ver siguiente apartado para una explicacion mas detallada).
Los defectos en ecdisis de los mutantes Gai" y la expresion de Gai en células
FMRFamidérgicas, y probablemnete en células INKA, apoyarian la implicacion de Gai

como regulador de la expresion de neuropéptidos en respuesta a sefiales endocrinas.

La senalizacion mediada por Gai regula el proceso de la ecdisis

No hay duda de que las larvas mutantes Gai  presentan defectos en la muda,
que se manifiestan en dificultades para deshacerse del exoesqueleto (cuticula y
mandibula) que corresponde al estadio anterior. Esta descrito que este tipo de
fenotipos son debidos a problemas en la sintesis o secrecion de la 20-hidroxi-ecdisona,
o bien a problemas en la ruta de sefalizacion que desencadena dicha hormona,
llevada a cabo por un grupo de neuropéptidos que describiremos a continuacion (Park
y cols., 2002).

Los insectos tienen un exoesqueleto con una elasticidad muy limitada, y para
poder crecer deben, por tanto, reemplazar periédicamente este exoesqueleto. El
proceso por el cual el exoesqueleto es reemplazado se conoce como muda, y termina
cuando el animal se deshace del viejo exosqueleto, a través de un comportamiento
muy esteriotipado llamado ecdisis. El proceso de la muda es controlado por una
hormona esteroidea llamada 20-hidroxi-ecdisona (20E), de manera que la muda se
inicia tras un aumento de los niveles de 20E, y termina cuando se produce una caida
de los niveles de dicha hormona. Una vez que los niveles de 20E alcanzan un valor
umbral, la sincronizacion y la ejecucion de la ecdisis es controlada por complejas, y
todavia no bien entendidas, interacciones entre distintos neuropéptidos. Los
neuropéptidos identificados en este proceso son: la hormona de la eclosion (EH)
(liberada por dos pares de neuronas en el cerebro), la hormona desencadenante de la
ecdisis (ETH) (liberada por unas células neurosecretoras asociadas a la traquea
llamadas células INKA), el péptido cardioactivo de crustaceos (CCAP) (liberado por un
grupo de neuronas del ganglio ventral) y la Corazonina (neuropéptido expresado en
neuronas tanto del cerebro como del ganglio ventral) (Bate y Martinez-Arias, 1993;
Park y cols. 2002; Kim y cols., 2004; Ewer, 2005). El modelo mayormente aceptado
postula que la Corazonina se libera desde el cerebro a la hemolinfa, y viaja hasta las
las células INKA, donde se una a receptores de Corazonina (receptores asociados a

proteinas G). Parece ser que la activacion de estos receptores desencadena la
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movilizacion de Ca*" en las células INKA, que induce la liberacion de ETH, el cual
activa a sus receptores (también asociados a proteinas G) en un grupo de neuronas
cerebrales, desencadenando a su vez la liberacion de EH (Kim y cols., 2004; Ewer,
2005). A su vez, la liberacion de EH a la hemolinfa hace que aumenten los niveles de
GMPc en las células INKA, lo que inicia una retroalimentacion positiva entre EH y ETH,
y produce la liberacion de CCAP en un grupo de neuronas del ganglio ventral, el cual
interrumpe el estado de pre-ecdisis para iniciar la ecdisis (Luo y cols., 2005; Mendive
y cols., 2005).

Como hemos comentado anteriormente, esta descrito en la literatura que los
fenotipos de doble mandibula y doble cuticula, como los que podemos observar en los
mutantes Gai’, suelen corresponder a problemas en la sintesis o secrecion de 20E, o
bien a problemas en la ruta de sefalizacion que desencadena dicha hormona, llevada
a cabo por los neuropéptidos anteriormente descritos (Park y cols. 2002). Se sabe que
el receptor de la Corazonina, situado en las células INKA, es un receptor asociado a
proteinas G. Sin embargo, no se sabe que subtipo de proteina G esta asociada este
receptor. Sabiendo que cuando la Corazonina activa este receptor se desencadena la
liberacion de ETH (que recordemos que es un neuropéptido esencial en la sefalizacion
mediada por 20E), y dado que los fenotipos que observamos en los mutantes Gai
coinciden con los defectos que se observan al suprimir la senalizacion de la 20E, y
como ademas hemos observado expresion de Gai en las células que por su posicion
podrian ser células INKA, es tentador pensar que Gai podria ser quien transporte la
informacion proveniente del receptor de la Corazonina, para desencadenar la
produccion de hormona peptidica ETH e iniciar el comportamiento de la ecdisis.

Por otro lado, el receptor de ETH también esta asociado a proteinas G, y
tampoco se sabe cual es el subtipo de proteina G implicada. Dado que, una vez que
han aumentado los niveles de 20E, ETH desencadena la ecdisis a través de la union a
su receptor, y dado que la interrupcion de esa senalizacion (Kim y cols., 2004)
produce los mismos fenotipos que observamos nosotros en los mutantes Gai, no es
descomedido pensar que Gai sea el subtipo de proteina G asociado también al
receptor de ETH, lo que no confronta con la hipdtesis que postulabamos
posteriormente, en la que deciamos que también podria estar asociado al receptor de
la Corazonina. Mas aln, recientemente se ha identificado un subgrupo de neuronas
que expresan el receptor de ETH como las neuronas Tv FMRFamidérgicas, y, mediante
modernas técnicas de imagen, basadas el movimiento del Ca* intracelular, se ha visto

que este tipo de neuronas que expresan tanto el receptor de ETH como la FMRFamida
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se activan cuando se inicia la pre-ecdisis (Kim y cols., 2006). Dado que Gai se expresa
en las células Tv, la subunidad Gai podria ser el nexo de unidn entre dicho receptor y
el neuropéptido FMRFamida, aunque, por el momento, la implicacion de este
neuropéptido en el fenébmeno de la ecdisis es desconocida. En este sentido es
interesante resaltar que hemos observado que la linea P224-Gal4, utilizada para
expresar Gai en células FMRFamidérgicas mediante el sistema Gal4/UAS, es una
insercion letal P(w+)Gal4 en la region del gen FMRFa que en larvas mutantes
homocigoticas presenta un alto porcentaje de fenotipos de doble mandibula.

Ademas, pudiera ser que Gai actuara en otros puntos de esta ruta endocrina, ya
que en el patron de expresion publicado por el grupo de Wolfgang, describen
presencia proteica de Gai en la glandula protoracica, érgano endocrino donde se
sintetiza la 20E (Wolfgang y cols., 1990). En mamiferos, Gai actla en la sefalizacion
mediada por hormonas tan diversas como la hormona luteinizante (Kuhn vy
Gudermann, 1999), somatostatina (Gramada et al., 2001), o ACTH (Martini et al.,
2004), entre otras. Por tanto, la implicacion de Gai en procesos endocrinos parece ser
una funcién conservada a lo largo de la escala filogenética.

Por otro lado se sabe que en este proceso de muda participan de forma
determinante los musculos de la pared del cuerpo larvario, que mediante
movimientos de contraccion se deshacen de estas viejas estructuras (Park y cols.
2002). Como ya hemos visto, en los mutantes Gai" los musculos de la pared del
cuerpo presentan fusiones y duplicaciones, que podrian dificultar estos movimientos
contractiles, los cuales requieren de mucha coordinacion y simetria de fuerzas,
simetria que se ve reflejada en el patron que presentan. Ademas, los defectos en
actividad neuronal derivados de la alteracion de la barrera hematoencefalica también
podrian dificultar el proceso de ecdisis. Estos datos sugieren, que aunque los
problemas de muda que observamos en los mutantes Gai~ probablemente tienen un
origen endocrino, pueden ser agravados por estos defectos musculares y/o de
actividad neuronal. Una posible manera de discriminar entre uno u otro origen seria
expresar Gai en las células INKA u otras neuronas neuroendocrinas implicadas en
ecdisis, para rescatar la sefnalizacion neuroendocrina y por tanto el fenotipo de

ecdisis.

Alteraciones en la sefalizacion de Gai producen defectos en la maduracion de la

cuticula y en la extension de las alas
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Nuestros resultados demuestran que de aquellos individuos en los que se
expresa una forma constitutivamente activa de Gai tan solo nacen el 13.6% de los
individuos esperados, y todos los adultos que eclosionan muestran un fenotipo de falta
de maduracion cuticular y falta de expansion de las alas. Este fenotipo, denominado
fenotipo juvenil, se caracteriza por presentar una falta de melanizacion vy
esclerotizacion en la cuticula, de tal modo que una cuticula blanquecina acompana a
estos individuos durante su corta vida, que nunca excede los dos dias. Este fenotipo
esta asociado a la falta del neuropéptido bursicon, o bien a defectos en la
sefalizacion de éste (Mendive y cols., 2005). El bursicén es un heterodimero formado
por dos péptidos, que son codificados por los genes burs y pburs, y su union al
receptor DLGR2, que esta asociado a proteinas G, activa la sefalizacion por AMPc que
desemboca en la melanizacion y esclerotizacion de la cuticula (lo que se denomina el
curtido de la cuticula), asi como la expansion de las alas al final de la metamorfosis
del insecto. Se piensa que el bursicon actla por debajo de todos los péptidos
implicados en la ecdisis (ETH, CCAP...) (Luo y cols., 2005; Mendive y cols., 2005).

Estudios muy recientes han demostrado que el bursicon se expresa en un
subgrupo de neuronas que expresan el CCAP, denominadas NCCAP. El subgrupo de
neuronas NCCAP que no expresa bursicon parece regular la expresion de éste
mediante rutas que requieren transmision sinaptica y en las que esta implicada la
Proteina Quinasa de tipo A (PKA). Bloqueos de la transmision sinaptica producidos
mediante la expresion ectopica de canales de Na*, tanto en el grupo NCCAP regulador
del bursicén como en el grupo de NCCAP que expresa el bursicon, producen fenotipos
de falta de curtido cuticular y falta de la expansion de las alas, lo que se denomina
fenotipo juvenil (Luan y cols., 2006).

El fenotipo juvenil que observamos al expresar formas constirutivamente activas
de Gai es idéntico al que muestran aquellos individuos a los que o bien les falta
bursicon, o bien la senalizacion de este neuropéptido es defectuosa (Luo y cols.,
2005; Mendive y cols., 2005). En contextos como la division asimétrica o la formacion
de la barrera hematoencefalica se ha visto que el balance Gai'GDP/ Gai-GTP es
necesario para la correcta senalizacion de las proteinas G (Yu y cols., 2003; Schwabe
y cols., 2005). Como hemos comentado anteriormente, Gai podria estar asociado al
receptor de la Corazonina, al receptor de ETH o a ambos a la vez. Por tanto, una
ruptura del balance Gai'GDP/Gai-GTP causada por la expresion de Gai

constitutivamente activa, podria dar al traste con la senalizacion a través de Gai de
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estos neuropéptidos. Dado que el bursicon parece estar situado jerarquicamente por
debajo tanto de la Corazonina como de ETH-EH, una sefalizacion incorrecta de estos
neuropéptidos podria alterar o bloquear la liberacién de bursicon, desencadenando un
defecto en el curtido de la cuticula.

Existe otra una posibilidad que explica el fenotipo juvenil que observamos en los
individuos en los que se expresa la forma constitutivamente activa. En otros muchos
contextos se ha visto que Gai es un inhibidor de la adenilato ciclasa (AC) (Makranz y
cols., 2006), la cual, mediante un incremento de los niveles de AMPc, activa a la PKA,
necesaria para la liberacion de bursicon. Por tanto, al expresar formas
costitutivamente activas de Gai, Gai estara inhibiendo a la PKA, y por tanto

bloqueando la liberacion de bursicon.

Implicacion de Gai en procesos de division asimétrica en distintos tipos

celulares

Recientemente se ha publicado la implicacion de las proteinas G en procesos de
division asimétrica, tanto en Drosophila como en otros organismos como el gusano
C.elegans, la levadura S.cerevisae o en ratéon (Knoblich, 2001; Huttner y Kosodo,
2005). En Drosophila los estudios se han centrado principalmente en neuroblastos y
precursores de los organos sensoriales (SOPs). Se ha visto que tanto Gai, como Gao y
GBy estan implicadas en los procesos de division asimétrica. Gai pertenece a un
complejo proteico con cierta redundancia funcional, denominado complejo apical.
Este complejo controla tanto la segregacion de determinantes como la asimetria del
huso, siendo éstas, dos importantes caracteristicas de la divisiobn asimétrica. En
mutantes Gai’, tan solo el 21% de las divisiones de neuroblastos ocurre de manera
anomala. Este bajo porcentaje de divisiones aberrantes parece ser debido al papel
redundante, y predominate, de Gao como subunidad alfa del complejo G
heterotrimérico, que a su vez tendria un papel mas secundario que Gpy en el
mecanismo de division asimétrica.

Nosotros hemos comprobado en nuestros mutantes Gai' estos defectos de
division asimétrica en neuroblastos (experimentos realizados con el alelo Gai**, datos
no mostrados). Ademas, nuestros datos sugieren defectos en la divisién asimétrica de

precursores musculares.



119

Defectos en la pared muscular en Gai': implicacion de Gai

Como hemos visto, los mutantes Gai" presentan fusiones y duplicaciones en
algunos de los musculos que conforman la pared muscular larvaria. Los musculos de la
pared larvaria estan compuestos por fibras musculares individuales que presentan un
patron repetido de forma segmental. Estas fibras musculares individuales provienen
del mesodermo. Cada fibra es el resultado de un complejo proceso iniciado en la
embriogénesis temprana, mediante el cual las células del mesodermo se diferencian,
migran y adquieren identidad de progenitores musculares. Una vez los progenitores se
han especificado, sufren divisiones asimétricas para producir diferentes células
fundadoras de musculo, proveyendo al embridn un lote completo de precursores para
cada uno de los musculos somaticos individuales. La eleccion entre dos destinos, por
ejemplo entre el musculo 7 y el musculo 8, es el resultado final de estas divisiones

asimétricas (Paululat y cols., 1999).

El mecanismo por el cual se producen estas divisiones asimétricas, aunque no
esta del todo comprendido, parece ser bastante similar al que acontece en
neuroblastos. La eleccion de destino se produce por segregacion diferencial de
determinantes de destino celular (entre las que se sabe que también se encuentra
Numb) que esta controlada por un complejo apical. Los componentes identificados
hasta el momento que forman este complejo apical son las proteinas Par e
Inscuteable, que también aparecen, como hemos visto, en el complejo apical tanto de
neuroblastos como de precursores de organos sensoriales (Ruiz-Gomez y Bate, 1997;
Carmena y cols., 1998; Knoblich, 2001).

Mutaciones en inscuteable producen un fenotipo de fusiones y duplicaciones
musculares similar al que observamos en los mutantes Gai~ (Burchard y cols., 1995;
Knirr y cols., 1997; Paululat y cols., 1999). La presencia de Gai no ha sido descrita en
el complejo apical que controla las divisiones asimétricas de los precursores
musculares, pero es sugerente pensar que Gai esté participando también en este
proceso. Por un lado, porque estda implicada en la division asimétrica en otros
contextos y otros organismos, y por otro lado porque su falta de funcion produce un
fenotipo similar al de mutantes para el gen inscuteable, el cual participa en la
division asimétrica de los precursores musculares de Drosophila, y realiza esta misma
funcion en precursores neuronales en un complejo apical en el que también se

encuentra Gai. Por tanto es tentador pensar que Gai e Inscuteable vuelven a formar
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parte de un complejo que controla la division asimétrica de los precursores
musculares. Este hecho apoyaria la idea de que la maquinaria de division asimétrica
no parece variar de un contexto a otro, sino que los elementos que participan en ella
son esencialmente los mismos en distintos contextos y en distintos organismos
(Knoblich, 2001).

Importancia del balance y dosis de Gai-GDP/Gai-GTP y GBy en la

sefializacion mediada por proteinas G

Como hemos podido ver en la introduccion, la regulacion de la senalizacion a
través de proteinas G es exquisita. En esta regulacion, es de suma importancia el
estado en el que se encuentre la subunidad Ga. Es decir, el nucleétido de guanina que
tenga asociado (GDP o GTP) en un momento dado dictaminara el transcurso de la
sefalizacion. Si el balance entre las formas Gai-GDP/ Gai-GTP es defectuoso en un
momento critico del desarrollo, el dano causado puede ser irreversible, a pesar de
que la regulacion posterior ocurra de manera correcta. Nuestros resultados referentes
a la sobrexpresion o expresion ectopica de Gai silvestre y Gai constitutivamente
activa, y los experimentos de rescate de Gai son consistentes con esta idea.

Los experimentos en los que se expresan formas de Gai mediante el sistema
UAS-Gal4 probablemente desplacen este equilibrio hacia uno de los dos sentidos,
alterando la senalizacion mediada por Gai, debido a que los niveles de expresion
mediante algunas lineas Gal4 puede llegar a ser 5 veces superior a la expresion
endogena (Yu y cols., 2003). Ademas, la sobre-expresion de Gai puede secuestrar a
GBy, y asi alterar la sefalizacion de otras proteinas Ga, o los efectos mediados por el
heterodimero GBy, como ocurre en la division asimétrica de neuroblastos o la
formacion de la barrera hematoencefalica (Fuse y cols., 2003; Yu y cols., 2003). Si
este desequilibrio se produce después de que los patrones de desarrollo se han
establecido de manera correcta, los efectos deletéreos pueden ser inapreciables,
como asi vemos en nuestros experimentos. Por el contrario, si este desequilibrio se
produce cuando estos patrones se estan estableciendo, se producira un fenotipo

debido a la alteracion de la seializacion de las proteinas G heterotriméricas.



121

Esta situacion explicaria la diferencia de fenotipo que se observa al expresar
Gai(UAS-Gai) con Repo-Gal4 (Schwabe y cols 2005) o con Gai-Gal4 (esta tesis). Se ha
visto que la sobre-expresion de formas silvestres de Gai mediante Repo-Gal4 (linea
que se expresa en toda la glia lateral incluyendo por tanto a la glia de superficie)
produce defectos en la barrera hematoencefalica, que se torna incapaz de envolver y
aislar de forma correcta al neuropilo (Schwabe y cols 2005). Sin embargo, cuando
nosotros sobreexpresamos Gai silvestre mediante Gai-Gal4, con expresion dominante
en la glia postembrionaria, no observamos defectos fenotipicos aparentes.
Probablemente esto sea debido a la temporalidad de expresion que tiene Gai-Gal4,
con el cual no hemos registrado expresion ninguna hasta estadios larvarios (ver patron
de expresion en resultados), por lo que el secuestro del heterodimero By no se
produce durante la formacién, embrionaria, de la barrera hematoencefalica.

La falta de rescate del fenotipo de Gai" mediante la expresion de Gai por el
sistema UAS-Gal4 también podria explicarse en base a la necesidad de un equilibrio
controlado y de una estequiometria fija entre los distintos componentes y estados de
la senalizacion mediada por proteinas G heterotriméricas. Sin embargo, en la falta de
rescate cigotico también podria contribuir la expresion tardia (postembrionaria) de
Gai-Gal4, que impediria, al menos, la correcta division de los neuroblastos y la
formacion de la barrera hematoencefalica durante el desarrollo embrionario. En
cuanto la falta de rescate materno con Gai-Gal4, el hecho de que esta linea Gal4 no
se exprese en las células nodriza, que suplen de material materno a los oocitos, nos
impide hablar de “rescate materno” real. Experimentos con lineas Gal4 con expresion
en las celulas nodriza podrian contribuir a aclarar este punto.

Por otro lado, el balance entre Gai-GDP/Gai-GDP también puede alterarse por la
expresion de formas Gai constitutivamente activas, que mimetizan el estado Gai-GTP.
La sobre-expresion de formas constitutivamente activas de la subunidad Gai es letal
cuando son expresadas con Gai-Gal4. Estudios previos han demostrado que la sobre-
expresion embrionaria de estas formas (mediante Sca-Gal4 y Repo-Gal4) no alteraban
la division asimétrica embrionaria (Yu y cols., 2003) ni tampoco la barrera
hematoencefalica embrionaria (Schwabe y cols 2005), ya que estas formas
constitutivamente activas no secuestran al heterodimero GBy, que es finalmente el
que tiene mayor peso en la correcta ejecucion de esos procesos. Sin embargo,
desconocemos si la expresion en estos casos, tanto con sca-Gal4 como con repo-Gal4,
producen letalidad. La letalidad que nosotros observamos debida a la sobre-expresion

de estas formas constitutivamente activas de la subunidad Gai no parece deberse,
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segln los datos ya publicados (y por la expresion tardia de Gai-Gal4), a defectos en
division asimétrica de neuroblastos ni a problemas en la formacion de la barrera
hematoencefalica, sino probablemente a que la incesante actividad de la proteina Gai
(que de esta manera nunca se silencia) produce mdltiples disfunciones (endocrinas
entre otras) cuya suma resulta en las fatales consecuencias observadas. En estos
casos, la expresion de Gai-GTP pondria de manifiesto procesos en los que Gai esta
actuando directamente sobre sus efectores.

Efectos de la pleiotropia en la viabilidad de los mutantes Gai

La ubicuidad de Gai, la muy temprana aparicion en el desarrollo (debida a la
fuerte contribucion materna, contribucion reservada a un selecto grupo de genes de
vital importancia para el desarrollo temprano del animal), y la importancia de los
procesos en los que esta implicada esta subunidad, sugieren que su falta produce
fatales consecuencias para el desarrollo del organismo. Sin embargo, a pesar de que
la ausencia de los productos maternos y cigéticos de Gai reducen de forma dramatica
la viabilidad del los individuos, de vez en cuando alguno de estos individuos llega a
estados larvarios, incluso alguno traspasa la etapa puparia para llegar a desarrollarse
como un individuo adulto, y ademas es fértil. Esta aparente contradiccion se resuelve
por la demostrada redundancia, en al menos ciertas funciones, entre diversas
subunidades alpha de proteinas G. En divisiones asimétricas, tanto de neuroblastos
como de precursores de organos sensoriales, se ha visto que Gao y Gai cooperan
controlando el estado de activacidn-inactivacion del heterodimero By, de tal modo
que la falta de una de las subunidades se ve compensada, en cierta manera, con la
presencia de la otra (Katanaev y Tomlinson, 2006).

Aun asi, la falta de la subunidad Gai produce mdltiples efectos deletéreos en el
desarrollo y en la fisiologia del organismo (pleiotropia). Dada el alto grado de
conservacion que se observa tanto en la estructura como en los procesos en los que
participa Gai (hemos visto que esta implicada en fenomenos de division asimétrica en
organismos que van desde la levadura al ratén), es sugerente pensar que la subunidad
Gai en Drosophila esta también implicada en procesos idénticos o similares que sus
homologas en otros organismos. Ademas de la conservacion que hemos visto en la
division asimétrica, nuestros datos indican que Gai esta implicada en la migracion de
células gliales en Drosophila, similar a su funcion en la migracion de células del

sistema inmune en mamiferos (Spangrude y cols., 1985; Bacon y Camp, 1990), o a la
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regulacion de la motilidad de células de glioma en mamiferos (Tatenhorst y cols.,
2004). También hay conservacion en la implicacion de Gai en sefalizacion endocrina,
desde las conclusiones obtenidas por nuestros estudios, hasta los datos publicados en
mamiferos (Lyons y cols., 1990; Dhanasekaran N. y cols., 1998; Lerman y cols., 1998).
En base a las funciones conocidas de Gai en mamiferos, sugerimos otros procesos en
los que podria participar Gai de Drosophila, y que por tanto podrian estar afectados
en mutantes de falta de funcidon para Gai, como: la activacion de la NADPH oxidasa
(complejo enzimatico fundamental en la destruccidon de agentes invasores a través de
la respuesta inmune innata) (Marty y cols., 2006), la exocitosis (Ahnert- Hilger vy
cols., 1994), la migracion de células inmunes (Spangrude y cols., 1985; Bacon y Camp,
1990), o el control de la proliferacion celular (Lyons y cols., 1990; Chen y cols., 1997,
Dhanasekaran N. y cols., 1998; Lerman y cols., 1998; Shinohara y cols., 2004).
Nuestras observaciones prelimares indican que la migracion de los hemocitos (células
inmunes de Drosophila) podria verse ligeramente afectada por la falta de Gai, y que
la sobre-expresion pan-neural de Gai en determinados contextos afecta al trafico
vesicular (ver antecedentes), lo que apoya la conservacion funcional de esta proteina

a lo largo de la filogenia.
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Conclusiones
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El ubicuo patréon de expresion de Gai indica que ésta participa en procesos

bioldgicos de naturaleza muy diversa.

Gai se requiere para el desarrollo tardio y diferenciacion de la glia lateral,

y parece regular la migracion de dichas células.

Los defectos de condensacion del ganglio ventral observados en los
mutantes Gai~ parecen deberse, principalmente, a los defectos del

desarrollo tardio de la glia lateral.

Gai esta implicada en procesos endocrinos, ya que se requiere para la
correcta ejecucion del fenomeno de la ecdisis, y para la expresion de

algunos neuropéptidos.

El fenotipo muscular de mutantes Gai" sugiere que Gai participa en la
division asimétrica, ademas de los neuroblastos y precursores de organos

sensoriales, de los precursores musculares.

El correcto balance Gai-GTP/Gai-GDP es esencial para que la senalizacion
mediada por proteinas G heterotriméricas se desarrolle de la manera

adecuada.
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