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RESUMEN

La diabetes tipo 2 es una enfermedad cronica caracterizada por resistencia a la
insulina, hiperglucemia y acidos grasos elevados en circulacion. Se explor6 el aspecto
cronico de la diabetes tipo 2 en Drosophila haciendo mediciones de lipidos y
carbohidratos totales en larvas de tercer instar y moscas hembras adultas, mutantes
para la via de la insulina y controles a 1, 7, 14 y 28 dias después de la eclosion.
También se hicieron estimaciones de volumen de lipidos en adipocitos abdominales de
moscas adultas de 1 dia mediante tincion con Rojo Nilo. Se encontré que existen
diferencias significativas en la cantidad de carbohidratos en larvas mutantes Dp110, asi
como un aumento en el tiempo en adultos mutantes InR, chico y PKB (P<0.01).
Ademas, se observaron niveles superiores de lipidos en larvas mutantes InR, Dp110,
PKB y S6K, asi como en adultos mutantes InR, Dpl110 y PKB, observandose un
incremento sostenido de estos a través del tiempo (P<0.01). Finalmente, en las
observaciones de adipocitos individuales se aprecid un menor tamafio celular en
moscas mutantes Dpl110 y PKB (P<0.05). Los resultados de carbohidratos y lipidos
concuerdan con los reportados anteriormente, asi como la reduccién de tamafio en
células de moscas mutantes de la via de la insulina. En el presente trabajo se prueba
de manera mas extensiva que existen alteraciones metabdlicas y de tamafio en las
moscas mutantes de la via de la insulina. Por tanto, Drosophila melanogaster sirve
como modelo de diabetes tipo 2 para estudiar otros aspectos de la enfermedad, como

los crénicos en la regulacion metabdlica a través del ciclo de vida de este insecto.



SUMMARY

Type 2 diabetes is a chronic disease characterized by peripheral insulin resistance, high
glucose, and elevated free fatty acids. We used Drosophila melanogaster as a model to
study chronic aspects of type 2 diabetes. We measured total lipid and carbohydrate
contents from insulin pathway mutant and control third instar larvae and adult female
flies at 1, 7, 14 and 28 days after eclosion. We measured total lipid cellular volume with
Nile Red staining of isolated abdominal adipocytes of 1-day-old mutant and control adult
flies. Results show significant differences on total carbohydrates in Dpll0 mutant
larvae, as well as increases on carbohydrates throughout time in InR, chico and PKB
mutant adults (P<0.01). Besides, InR, Dp110, PKB and S6K mutant larvae show higher
lipid levels, as well as lipid increases throughout time in InR, Dp110 and PKB mutant
adults (P<0.01). Finally, adipocytes are significantly smaller in Dp110 and PKB mutants.
Present results on carbohydrates and lipids, as well as cell size reductions, are in
agreement with published results. In summary, in this work we thoroughly demonstrate
metabolic and size alterations in Drosophila insulin pathway mutants, providing more
evidence to support Drosophila melanogaster as an excellent experimental model for

the study of type 2 diabetes, such as the chronic aspects of metabolic regulation.
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INTRODUCCION

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, fue utlizada formalmente como
organismo experimental a partir de los estudios sobre la teoria cromosdémica de la
herencia realizados por T. H. Morgan y sus colaboradores a principios del siglo XX;
desde entonces el trabajo con este pequefio organismo nos ha provisto de una gran
cantidad de conocimientos en biologia, genética y desarrollo (St Johnston, 2002;
Griffiths, 2008). Drosophila es un insecto holometabolo cuyo desarrollo incluye varias
etapas: embrion, larva, pupa y adulto. A temperatura ambiente, su desarrollo
embrionario dura apenas unas 24 horas y la etapa larvaria alrededor de 5 dias. A estas
etapas sucede el estadio pupal por 4 dias mas para finalmente emerger de la
metamorfosis como adulto, por lo que su tiempo de generacion es de aproximadamente
diez dias. Esto posibilita el estudio de varias generaciones en poco tiempo. Las
hembras son muy prolificas, ademas que pueden llegar a vivir de 45 a 60 dias.
Drosophila sélo tiene cuatro cromosomas y no existe recombinacion meidtica en los
machos. El exoesqueleto de los adultos posee elementos apreciables al
estereomicroscopio (0jos compuestos, venas de las alas y quetas) que pueden verse
afectados por mutaciones y producen fenotipos caracteristicos. Estos pueden ser
utiizados en varias mutaciones muy bien caracterizadas, que se usan como
marcadores genéticos en cromosomas balanceadores. Los cromosomas balanceadores
son herramientas que sirven al genetista para evitar la recombinacion y hacer un
seguimiento de otras mutaciones de interés en cromosomas homélogos. Con estas
caracteristicas, Drosophila ofrece muchas ventajas como organismo experimental, ya
gue ademas es facil y economico de mantener en condiciones de laboratorio, ideal para
el andlisis genético (Ashburner, 1989). Probablemente la mosca de la fruta sea hoy el
modelo genético mejor caracterizado, ya que su genoma fue secuenciado en su
totalidad y publicado por primera vez en el afio 2000 (Adams et al., 2000; Kornberg y
Krasnow, 2000). También existe una gran coleccion de cepas mutantes. Por ejemplo,
en la actualidad existen mas de 50,000 lineas mutantes disponibles en el Bloomington
Drosophila Stock Center de la Universidad de Indiana (BDSC, 2013).



Ademas de su versatilidad como organismo experimental, una ventaja adicional es que
existe una fuerte conservacion evolutiva entre los procesos bioldgicos de las moscas y
los humanos, por lo que hay homologia en un gran nimero de genes requeridos para
funciones diversas, desde factores de transcripcion, proteinas estructurales, canales
idnicos y moléculas de sefializacién, hasta moléculas implicadas en conducta y suefio
(Kornberg y Krasnow, 2000). La investigacion con Drosophila ha contribuido también al
avance en el entendimiento de procesos metabdlicos; por ejemplo en la via de
sefalizacion de la insulina/Insulin-like Growth Factor (IGF)/Target of Rapamycin (TOR)
(Oldham y Hafen, 2003), la cual se encuentra conservada desde nematodos hasta
vertebrados. Esta via tiene un papel central en el crecimiento, metabolismo,
reproduccion y longevidad del organismo. En mamiferos esta via regula el metabolismo
anabdlico incrementando la captura de glucosa, promoviendo su almacenamiento en

tejido adiposo, hepatico y muscular (Saltiel y Kahn, 2001; Giannakou y Partridge, 2007).

Esfuerzos recientes se han enfocado al estudio de la regulacion del metabolismo de
carbohidratos, especialmente por el creciente interés en el entendimiento de
enfermedades metabdlicas, tales como la obesidad y la diabetes tipo 2 (Baker y
Thummel, 2007). La desregulacion en la liberacion de la insulina y la resistencia a la
insulina, que son caracteristicas de la diabetes en humanos, han sido estudiadas
también en moscas mutantes hipomorfas de la via de la insulina, asi como en moscas
obesas (Bohni et al., 1999; Broughton et al., 2008; Murillo-Maldonado et al., 2011;

Musselman et al., 2011).

En el presente trabajo se indago en el aspecto crénico de la diabetes tipo 2 en un
modelo experimental de Drosophila mutantes de la via de la insulina. Se hicieron
mediciones de lipidos y carbohidratos totales en larvas de tercer instar y moscas
hembras adultas de 1, 7, 14 y 28 dias de edad, ademas de larvas de tercer instar
tardio. También se hicieron estimaciones del tamafio y el volumen de lipidos en
adipocitos abdominales de moscas adultas de 1 dia por medio de una tincidon con Rojo
Nilo.



ANTECEDENTES

1. Metabolismo de carbohidratos

1.1 Vertebrados

La glucosa es un monosacarido utilizado como fuente primaria de energia por la célula,
desde bacterias hasta mamiferos. En periodos de ayuno y alimentacion en vertebrados,
su concentracion en plasma se mantiene entre 4 y 7 nM, equivalente a cerca del 0.1%.
Este estricto control es gobernado por el balance entre la absorcién de glucosa desde
el intestino, su produccion en el higado (gluconeogénesis), y su recaptura y utilizacion
en tejidos periféricos (Saltiel y Kahn, 2001). Esta homeostasis de la glucosa es
mantenida por un mecanismo de retroalimentacion dependiente de dos hormonas
pancreaticas: insulina y glucagon, la primera con accién anabdlica y la udltima con
accion catabdlica. La insulina promueve la internalizacion de glucosa en musculo y
tejido adiposo y consecuentemente la sintesis de glucogeno en higado, el glucagon
induce su hidrélisis. En peces, reptiles y mamiferos las acciones metabdlicas de la
insulina han sido bien documentadas, por lo que se sabe que el metabolismo de
carbohidratos se encuentra muy conservado evolutivamente (Ebberink et al., 1989; Jin
Chan y Steiner, 2000).

El mecanismo de internalizacion celular de glucosa dependiente de insulina se describioé
en adipocitos en cultivo en la década de 1990 por medio de la estimulacion con insulina.
La insulina provoca la activacion de la fosfatidil-inositol-3-cinasa (PI13K), a través de una
via de transduccion, que incluye entre otros aAS160, Rab8Ay Rab13, y que tiene como
objetivo el reclutamiento de una mayor cantidad de transportadores GLUT4 (de la
familia de facilitadores de carbohidratos GLUT) a la membrana plasmatica a partir de un
pool de GLUT4 en un compartimiento membranal intracelular ((Cheatham et al., 1994,
Sun et al., 2010). Esta traslocacion dependiente de insulina de GLUT4 a la membrana
se ha identificado como el paso limitante en la captura de glucosa en el musculo
cardiaco y esquelético, asi como en el tejido adiposo (Huang y Czech, 2007). Ademas,



la insulina también estimula la sintesis de glucégeno en tejidos blancos (Saltiel y Kahn,
2001).

1.2 Invertebrados

Tal como ocurre en vertebrados con la insulina y el glucagon, los invertebrados poseen
hormonas con funciones homologas: los péptidos insulinoides (Insulin-like Peptides,
ILPs, con accion anabdlica) y las hormonas adipocinéticas (Adipokinetic Hormones,
AKH, con accion catabdlica). Drosophila melanogaster regula también sus niveles de
carbohidratos circulantes y almacena los excesos de energia en forma de glucdégeno y
lipidos (Teleman, 2010).

También en la década de 1990 se describié un sistema de transporte de glucosa en
Drosophila con una cinética semejante a la de los transportadores GLUT (Wang y
Wang, 1993); y posteriormente se clond y secuencié un cDNA con homologia del 68%

al transportador de glucosa GLUT1 de humanos (Escher y Rasmuson-Lestander, 1999).

A diferencia de los vertebrados, en donde, como se menciond anteriormente, ocurre
una muy fina regulacion de la concentracion de glucosa en circulacion (0.1%
independientemente de la presencia o falta de alimento, temperatura ambiental, estado
de estrés oxidativo, 0 escasez de agua) y no existen otros carbohidratos que circulen
como moneda de intercambio energético, la concentracion de carbohidratos,
particularmente trehalosa, un disacéarido de glucosa (Figura 1) en la hemolinfa, varia de
manera importante (fluctuando hasta llegar a concentraciones del 2%) en funcion del
estado nutricional y fisioldgico, la etapa de desarrollo y las condiciones ambientales
(Thompson, 2003; Reyes-DelaTorre et al., 2012). Sin embargo, esto no quiere decir que
los carbohidratos en la hemolinfa de insectos no estén también sujetos a una

regulacion.



1.2.1 Trehalosa

Es importante considerar que existen diferencias en los carbohidratos circulantes de
vertebrados e invertebrados. En la hemolinfa de invertebrados ademas de glucosa, la
trehalosa es un componente muy abundante (Wyatt y Kale, 1957). La concentracion de
trehalosa en la hemolinfa de insectos, asi como la glucosa en la sangre de mamiferos,
esta regulada por hormonas. Ademas de los ILPs y las AKH, se han descrito otros
péptidos de la familia de las AKH, los cuales promueven la sintesis de trehalosa en el
cuerpo graso de insectos, y por consiguiente un incremento en la concentracion de
trehalosa en hemolinfa. Estos péptidos son conocidos como hormonas
hipertrehalosémicas (Hypertrehalosemic Hormones, HTH; Lee y Park, 2004). Las HTH
son producidas por células neurosecretoras del corpora cardiaca, parte de la glandula
en forma de anillo (ring gland) de insectos, que se localiza rodeando el proventriculo
anterior en el torax de Drosophila (Demerec, 1994). Las HTH son secretadas en
respuesta a una variedad de estimulos dependientes de requerimientos energéticos o
estrés, tales como la ausencia de alimento, deshidratacion, cambios de temperatura o
durante el vuelo. Por medio de la ablacion de las células neurosecretoras de HTH se
puede observar un decaimiento en los niveles de trehalosa en hemolinfa en larvas de
Drosophila; por el contrario, la sobreexpresion de las HTH provoca concentraciones
altas de trehalosa (Lee y Park, 2004).

CH,OH

H OH

Fig. 1. Estructura de la trehalosa (a1-D-glucopiranosill-a1-D-glucopiranésido, tomada
de Reyes-DelaTorre et al., 2012).



Los receptores a HTH son receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) (Staubli et al.,
2002). Mutaciones en el receptor a HTH de Drosophila generan fenotipos de
acumulacion de glucogeno y lipidos en el cuerpo graso, independientemente del estado
nutricional (Bharucha et al., 2008); sin embargo se conoce poco sobre las vias de
sefializacion involucradas en su activacion. En cucarachas se ha observado la
acumulacion de inositol trifosfato (IP3) y la consecuente activacion de la proteina cinasa
C (PKC), lo cual produce un incremento en la actividad de la glucégeno fosforilasa, una

enzima en la via biosintética de la trehalosa en el cuerpo graso (Sun et al., 2002).

El anabolismo de la trehalosa es dependiente de las HTH y de la enzima glucégeno
fosforilasa. Su catabolismo es dependiente de la enzima trehalasa, que provoca el
rompimiento de la trehalosa, produciendo glucosa. La trehalasa se encuentra tanto de
manera soluble, como unida a la membrana plasmaética, y se expresa en una gran
variedad de tejidos en Drosophila y en células de la hemolinfa (hemocitos) de este y
otros insectos (Thompson, 2003; McQuilton et al., 2011).

La trehalosa en insectos es entonces una importante fuente de energia y carbono al ser
utiizada como un combustible de “alto octanaje”. Se ha demostrado que es el
carbohidrato preferentemente utilizado durante el vuelo por insectos como la langosta y
la cucaracha (Chino et al., 1992; Kono et al., 1994). Por otro lado, posee propiedades
fisicas particulares que la distinguen de otros disacaridos como la sacarosa, ya que
siendo un azucar no reductor, no es toxica en altas concentraciones; ademas es
altamente higroscopica, tiene mayor viscosidad y forma puentes de hidrogeno mas
facilmente con proteinas u otras moléculas organicas (Thompson, 2003; Ohtake y
Wang, 2011). Estas caracteristicas hacen de la trehalosa un excelente agente
estabilizador de biomoléculas, y en los organismos donde estd presente se ha
observado que cumple un importante papel en la resistencia a la deshidratacion
(Watanabe et al., 2002; Thorat et al., 2012), cambios de temperatura (Khani et al., 2007,
Mahmud et al., 2012), hipoxia (Chen et al., 2002) y estrés oxidativo (Benaroudj et al.,
2001).



2. Laviade sefalizaciéon de la insulina

La insulina en vertebrados es una proteina compuesta por dos cadenas polipeptidicas
(A'y B) unidas por puentes disulfuro. El producto primario de la traduccion del mRNA de
la insulina es un polipéptido Unico, preproinsulina, el cual contiene un péptido sefial de
secrecion que es eliminado durante el proceso de traslocacion del precursor al reticulo
endoplasmico. En la molécula resultante, la proinsulina, las cadenas B y A aun se
encuentran conectadas por el péptido intermedio C. El orden de amino (NH2-) a
carboxilo terminal (-COOH) de los péptidos es B-C-A. El péptido C muestra una
variacion importante entre especies. Ademéas de estos péptidos, los factores de
crecimiento insulinoides (insulin-like growth factors, IGFs) contienen partes D y E. Sin
embargo, los factores insulinoides no se limitan a vertebrados; en otros organismos se
denominan péptidos relacionados a la insulina (insulin-related peptides, IRFs) o ILPs
(Claeys et al., 2002).

Si se considera entonces que existen diferencias en la regulacion metabdlica de
carbohidratos en moscas y humanos se podria pensar que estos organismos tienen
poco en comun; sin embargo existe una cantidad considerable de evidencia que indica
lo contrario. Por ejemplo, en ratones, la mutacién de los genes de insulina Insl e Ins2
produce retardo en el crecimiento, un peso corporal menor (22% mas chicos),
desarrollo temprano de diabetes tipo 2, cetoacidosis y niveles altos de triglicéridos
(Duvillié et al., 1997). La mutacion de IGF1, IGF2 o de su receptor IGFR tiene como
resultado una reduccidén draméatica en el peso y tamafio corporal (Efstratiadis, 1998). En
Drosophila, la ablacién de las células neurosecretoras de insulina (Neurosecretory
Cells, NSC) que producen los ILPs 2, 3 y 5 en el cerebro durante la etapa larvaria
resulta en adultos con retraso en el desarrollo, tamafio corporal reducido y niveles de
carbohidratos y lipidos corporales totales elevados, medidos éstos ultimos en los dos
primeros dias después de la eclosion de la pupa. La ablacién de estas mismas células
en adultos conduce a una trehalosemia incrementada sin los fenotipos de crecimiento.
El blogueo de la expresion de ILP2 en las NSC por RNAI provoca niveles de trehalosa

corporal total elevados (Rulifson et al., 2002; Broughton et al., 2008). Estos efectos



fisiologicos de la ablacidon de las NSC, o reduciendo los niveles de ILPs causa azUcares
circulantes elevados y acumulacion de lipidos, y son analogas a los efectos observados
en pacientes diabéticos o en modelos de diabetes tipo 1 en ratones, cuando hay falta
de insulina (Teleman, 2010). Ademas, el receptor a insulina de Drosophila tiene una
estructura semejante al receptor a insulina de humanos y es capaz de fosforilarse en
respuesta a insulina humana (Fernandez-Almonacid y Rosen, 1987), y los DILPs tienen
bioactividad de insulina al ser inyectados en ratones (Meneses y de los Angeles Ortiz,
1975). Por lo tanto, tanto en vertebrados como en invertebrados, la activacion de la via
influencia el tamafio de la célula y del organismo, asi como el metabolismo (Bohni et al.,
1999; Brogiolo et al., 2001).

Como ha sido mencionado, la via de sefializacion de la insulina se encuentra
fuertemente conservada desde nematodos hasta vertebrados. En mamiferos, la via de
Insulina/IGF controla el crecimiento, la proliferacion, el metabolismo y la supervivencia.
Tanto el receptor a insulina (Insulin Receptor, IR) como el receptor a factores de
crecimiento insulinoides (Insulin-like Growth Factor Receptor, IGFR) son proteinas
tetraméricas que consisten de dos subunidades a y dos subunidades 3, que funcionan
como enzimas alostéricas, donde la subunidad a inhibe la actividad tirosina cinasa de la
subunidad B. La unién de la insulina al receptor conduce a la desinhibicién de la
subunidad a, lo cual incrementa su actividad de cinasa. Esta activacion recluta a los
sustratos del receptor a insulina (Insulin Receptor Substrate, IRS1 — IRS4) y a otros
sustratos con dominios con homologia a Src 2 (Src-homology-2). La existencia de
varios IRS y la union de otros sustratos al IR se explica debido a las diferentes
funciones de la via a nivel celular, diferencias en distribucion tisular, localizacion
subcelular y actividad intrinseca en distintas especies celulares. Entre los eventos
celulares que ocurren después de la activacion del complejo IR-IRS se encuentran la
activacion de la via de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI13K), la activacion de la proteina
cinasa B (Akt/PKB), la activacion de la cinasa anabodlica mTOR (mammalian Target of
Rapamycin), y la fosforilacion de los factores de transcripcion forkhead (FOXO) (Saltiel
y Kahn, 2001; Oldham y Hafen, 2003). Ademas, se ha observado que se requiere de la
activacion de las proteinas cinasas C atipicas (PKC-¢ y PKC-A), el complejo de la



proteina CAP (c-Cbl-associated protein, CAP) y el protooncogen Chbl (CAP/Cbl), asi
como de la proteina G pequefia TC10 para el transporte de glucosa estimulado por
insulina (Thong et al., 2005).

La via de sefializacion de la insulina/IGF en Drosophila, a diferencia de vertebrados, en
donde existen distintos receptores (IR e IGFR) y al menos 4 IRSs (IRS1 — IRS4), se
encuentra unificada en Drosophila (Figura 2). Se han identificado siete DILPs
(Drosophila Insulin-like Peptides 1-7, DILPs), y méas recientemente DILP 8 (Colombani
et al., 2012; Garelli et al., 2012) que actuan como ligandos para el receptor a insulina
(InR, Insulin-like Receptor). Los DILPs 1, 2, 3, 5y 7 se expresan en las NSC del cerebro
y los DILPs 4 y 6 se expresan en el intestino medio y tejido graso. DILP 8 se expresa
diferencialmente en los discos imagales y como respuesta a un crecimiento anémalo y
tumoraciones. Todos los DILP se unen de manera especifica al receptor de insulina,
INR (Garelli et al., 2012).

De manera homologa a vertebrados, la sefalizacion a través de la via de la insulina/IGF
en Drosophila comienza luego de la union del ligando al receptor de insulina (InR),
evento que provoca que el InR, un receptor con actividad de tirosina cinasa, se
autofosforile y reclute a los IRS Chico y Lnk. El complejo InR-IRS se une a la PI3K. Se
ha observado que el InR de Drosophila puede unirse directamente a PI3K en ausencia
de IRSs debido a que el InR tiene una extensidn citoplasmica con sitios de
autofosforilacion que unen a PI13K una vez fosforilados. Luego de la fosforilacion de InR,
Lnk y Chico, la PI3K (que tiene dos subunidades, Dp110 y Dp60) es reclutada a la
membrana celular y activada, lo que conduce a la generaciéon y acumulacion de
fosfatidil-inositol (3, 4, 5)-trifosfato (PIP3). Un gen supresor de tumores (PTEN) se
opone a la actividad de cinasa de PI3K, regulando su actividad. La acumulaciéon de
PIP3 recluta las dos cinasas PDK1 y Akt/PKB a la membrana plasmatica y provoca su
fosforilacion y activacion. Akt fosforila varias proteinas involucradas en el control
metabalico, incluyendo la glucégeno sintetasa cinasa 3B (GSK-3B, o Shaggy [Sgg]), los
factores de transcripcion FOXO, Tsc2 y la cinasa SIK2. La actividad de Akt es regulada
de manera inhibitoria por una fosfatasa de tipo PP2A (Protein phosphatase 2A), que



defosforila e inactiva a Akt. Por otro lado, Akt también es fosforilado y activado por
TOR-C2. La fosforilacion de SIK2 (salt-inducible kinase 2) por Akt provoca la
fosforilacion y degradacion del coactivador transcripcional TORC (en mamiferos
CRTC2), evento que tiene como consecuencia que TORC no pueda funcionar mas
como un coactivador de CREB. La fosforilacion de FOXO por Akt lleva a su retencion
en el citoplasma, inhibiendo su actividad de transcripcion nuclear. Parte de los efectos
anabdlicos de la insulina resultan del bloqueo de la actividad de FOXO, el cual, de otra
manera, promueve la conservacion de energia. La fosforilacion de Tsc2 por Akt
promueve la actividad del complejo TOR-C1 a través de la GTPasa Rheb. TOR (Target
or Rapamycin) es una cinasa anabdlica, reguladora central del metabolismo celular,
regulando el metabolismo de carbohidratos, lipidos y la autofagia. TOR existe en uno de
dos complejos, llamados TOR-C1 y TOR-C2. TOR-C1 es un regulador del tamafio y
crecimiento celular; controla la decision de la célula sobre la utilizacion o conservacion
de la energia y nutrientes. Entre sus blancos de fosforilacion se encuentran el factor de
transcripcion SREBP (Sterol Regulatory-Element Binding Protein) y la cinasa S6K.
SREBP regula la expresion de genes involucrados en la biosintesis de esteroles. La
cinasa S6K fosforila varias proteinas; entre las principales se encuentran la proteina
ribosomal S6 y los reguladores de la iniciacion de la traduccion y elongacion elF4B y
eEF2K. La retroalimentaciéon de la via se da por S6K que fosforila a IRS1 en
vertebrados; InR es un objetivo transcripcional de FOXO, ademas de la actividad de
TOR-C2, que es antagdnica de TOR-C1. La regulacion de la activacion de estas
cinasas en la cascada de la insulina tiene un impacto en el metabolismo celular al
regular enzimas que actuan como efectores, controlando la biosintesis y rompimiento

de lipidos y carbohidratos (Teleman, 2010).
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Fig. 2. Sefializacibn a través del receptor a la insulina (InR) en Drosophila
melanogaster. Los eventos principales luego de la union del ligando (DILP1-7) al InR
comienzan con la autofosforilacion del receptor de manera cruzada, evento que
favorece el reclutamiento de los IRS Chico y Lnk. EI complejo InR-IRS se une a la PI3K
y la activa, provocando la acumulacién de PIP3, evento que recluta a las cinasas PDK1
y Akt a la membrana plasmatica. Akt fosforila proteinas involucradas en el control
metabdlico, incluyendo la GSK-3pB, los factores de transcripcion FOXO, Tsc2 y la cinasa

SIK2. La actividad de FOXO promueve la conservacion de energia. Su fosforilacion
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provoca su retencién en el citoplasma, y por lo tanto, la inhibicién de su actividad. La
fosforilacidon de Tsc2 por Akt activa la actividad del complejo TOR-C1 a través de la
GTPasa Rheb. TOR es una cinasa anabdlica reguladora central del metabolismo de

carbohidratos, lipidos y de la autofagia (modificado de Teleman, 2010).

Respecto a la relacién directa entre la activacion de la via y el transporte de
carbohidratos, no se ha observado un aumento en la captura de 2-desoxiglucosa
etiquetada con *H en células Kc de Drosophila después de la activacion de la via
(Ceddia et al., 2003), y tampoco la manipulacién de la actividad de la PI3K o de la
proteina cinasa B (PKB o Akt) en células S2 promueven la internalizacion de glucosa
(Hall et al., 2007). Por lo anterior, la relacién entre la sefializacion de insulina y la

internalizacion de glucosa en invertebrados todavia no es muy clara.
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3. Metabolismo de lipidos

Drosophila melanogaster almacena sus excesos de energia en forma de glucogeno y
lipidos. El sitio principal de almacenamiento de estos sustratos, asi como de la sintesis
de proteinas y metabolitos circulantes de la hemolinfa incluida la trehalosa, es el cuerpo
graso, que es un o6rgano distribuido a través de todo el cuerpo del insecto, analogo al
higado y tejido graso de vertebrados y considerado el érgano mas importante en el
metabolismo. EIl principal tipo celular del cuerpo graso es el adipocito, una célula
dindmica y con un metabolismo muy activo, que regula los lipidos y carbohidratos del
organismo, y funge también como célula enddcrina. El almacenamiento de lipidos en el
cuerpo graso puede ocurrir por la sintesis de novo de lipidos en el cuerpo graso a partir
de carbohidratos, asi como por la transferencia de los lipidos de la dieta desde el
intestino medio hacia el cuerpo graso durante el periodo de alimentacion. Mas del 90%
de los lipidos almacenados en el cuerpo graso se encuentran como TAG (Canavoso et
al., 2001; Arrese y Soulages, 2010).

Los TAGs son almacenados en forma de gotitas de lipidos dentro de los adipocitos.
Cada gotita de lipidos estd compuesta por una monocapa exterior de fosfolipidos
rodeando a los TAG, y de un nucleo de moléculas de colesterol. En la monocapa de
fosfolipidos se pueden encontrar algunas proteinas, especialmente proteinas
relacionadas a la diferenciacién de adipocitos y perilipinas (PATS). Las dos PATs de
insectos Lsdl y Lsd2 controlan la sintesis y la lipdlisis de las reservas de lipidos
(Gronke et al., 2003).

Los insectos digieren y absorben los lipidos de una manera similar a los vertebrados,
pero con algunas diferencias importantes. En insectos el lipido transportado mas
abundante es el diacilglicerol (DAG), y a diferencia de los vertebrados, donde existen
varios tipos de lipoproteinas, estos lipidos son transportados por una Unica lipoproteina
de alta densidad llamada lipoforina, cuya proteina precursora es sintetizada en el
cuerpo graso. La lipoforina transporta los lipidos desde el intestino medio, donde lipasas
hidrolizan los TAGs de la dieta, produciendo monoacilgliceroles y acidos grasos libres
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hasta los tejidos de almacenamiento. La mayoria de los lipidos en la hemolinfa se
encuentran asociados a una particula de lipoforina. Pequefias cantidades de esteroles,
acidos grasos libres, carotenoides y monoacilgliceroles también son transportados por

la lipoforina (Canavoso et al., 2001).

Los lipidos son movilizados desde el cuerpo graso como DAG, no acidos grasos libres
como en vertebrados. Esta movilizacion es inducida por dos tipos de hormonas: AKH y
octopamina. El mecanismo mas probable para la produccion de DAG es la hidrdlisis
estereoespecifica de TAG por una lipasa de TAG. En Drosophila, Brummer (Bmm) se
ha descrito como la Unica lipasa de triglicéridos, localizada en las gotitas de lipidos de
los adipocitos y que antagoniza a Lsd2. Mutantes de Bmm presentan un fenotipo de
obesidad (Canavoso et al.,, 2001; Gronke et al.,, 2005). Ademas DHR96, el Unico
ortélogo en Drosophila de los receptores nucleares a esteroides de mamiferos PXR
(Pregnane X Receptor) y CAR (Constitutive Androstane Receptor), influye en la
homeostasis de lipidos al regular genes expresados en el intestino medio involucrados
en el metabolismo, como la lipasa de esteroles Magro (Mag); y mutantes de DHR96
tienen un fenotipo delgado y mueren antes que sus controles (Sieber y Thummel,
2009).

Como en el caso del metabolismo de -carbohidratos, la insulina promueve el
anabolismo, por lo tanto provoca la sintesis de lipidos e inhibe su degradacion. Estos
cambios requieren un incremento en el factor SREBP-1c, ya que se ha observado que
una mayor expresion de este contribuye a la estimulacion de la sintesis de lipidos,
ademas de estar relacionada a la resistencia a la insulina, por lo que se ha considerado
su inhibicion como un posible tratamiento para algunos de los sintomas de la diabetes
tipo 2 (Shimomura et al., 1999; Saltiel y Kahn, 2001; Xiao y Song, 2013). Ademas, la
sobactivacion de la via de la insulina en Drosophila promueve el anabolismo al
observarse un mayor numero de adipocitos, un mayor numero de gotitas de lipidos, asi
como un volumen incrementado de lipidos en el cuerpo graso de moscas adultas de
entre 5y 10 dias de edad (DiAngelo y Birnbaum, 2009).
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También se ha propuesto que la dieta y el sexo del individuo influyen de una manera
muy importante en la cantidad y el tipo de lipidos presentes en el organismo. En dos
estudios recientes sobre el lipidoma de Drosophila se observd que la regulacion del
metabolismo de lipidos, incluyendo su incorporacién, movilizacion y acumulacion
depende en gran medida de la etapa de desarrollo y de la dieta, existiendo una mayor
acumulacion de TAG en moscas alimentadas con una dieta rica en cereales donde hay
mayor disponibilidad de lipidos neutros (es decir TAG vy lipidos insaturados), que en
moscas alimentadas con una dieta tradicional de levaduras, con una mayor
disponibilidad de fosfoinositoles (lipidos saturados). En general los TAG aumentan su
disponibilidad en tejidos de reserva conforme la mosca pasa de un estadio al siguiente,
sin disminuir en el paso de pupa a adulto, aunque el animal no se alimenta en esta
etapa, aunque se presuma que la metamorfosis es una etapa energéticamente
demandante (Carvalho et al., 2012). Ademas, otros lipidos de reserva, los ésteres de
esterol (Sterol Esters, SE) son muy abundantes en la etapa embridnica y larvaria, y de
una manera mayor en hembras que en machos a partir de la emergencia del adulto
después de la metamorfosis. Esto sugiere un papel importante de estos, y no
necesariamente solo de los TAG en el desarrollo embrionario de la mosca, en del paso

de embrién a larva, y en la produccion de huevos por las hembras (Guan et al., 2013).

Alun se desconoce si las moscas mutantes de la via de la insulina presentan
alteraciones en la cantidad de lipidos totales, o el tamafio de adipocitos y el volumen de
lipidos en las gotitas de lipidos en los adipocitos individuales en las distintas etapas de
vida de Drosophila.
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4. Diabetes

Existen dos tipos de la enfermedad, la diabetes tipo 1 y la diabetes tipo 2. La diabetes
tipo 1 es consecuencia de la baja en los niveles de insulina en el cuerpo debido a una
sintesis y secrecion defectuosa de insulina. La diabetes tipo 2 se caracteriza por la
resistencia periférica a la insulina, asi como la disfuncion de las células pancreéticas
beta, proceso atribuido en parte a los niveles elevados de glucosa (hiperglucemia) y de
acidos grasos libres en sangre, lo que provoca un fuerte impacto en la homeostasis
metabdlica. La diabetes tipo 2 es la mas prevalente, cerca del 90 al 95% de los casos, y
es una enfermedad crénica que afecta la salud y el bienestar general de la persona que
la padece (Bailey, 2000); ademas, se ha convertido en el mayor problema de salud en
México al ser la causa primaria del retiro prematuro, ceguera y falla renal, asi como la
causa principal de muerte en mujeres y hombres desde el afio 2008 (Rull et al., 2005;
SINAIS, 2008).

La diabetes tipo 2 se diagnostica en individuos que tienen resistencia a la insulina y
usualmente tienen cierta deficiencia en su produccién. Sin embargo, estos individuos en
general no requieren de tratamiento de insulina para sobrevivir. Diversos procesos
patogénicos se han asociado con el desarrollo de la diabetes, pero en su mayoria, los
pacientes con esta forma de diabetes son obesos, y la obesidad en si misma causa
cierto grado de resistencia a la insulina. Este tipo de diabetes puede no ser
diagnosticada por varios afos, debido a que la hiperglucemia se desarrolla
gradualmente. A pesar de lo anterior, las personas con diabetes tipo 2 tienen un riesgo
elevado de desarrollar complicaciones macro y microvasculares. Mientras estos
pacientes parecen tener niveles normales o ligeramente elevados de insulina, tienen
también altos niveles de glucosa en sangre, por lo que la secrecion de insulina es
defectuosa en estos pacientes, e insuficiente para compensar la resistencia a la insulina
(ADA, 2004).

La diabetes tipo 2 es una enfermedad cronica. Se ha observado que pacientes
diabéticos de edad avanzada tienen una menor calidad de vida comparados con
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pacientes mas jovenes, ya que en pacientes de edad avanzada se suelen presentar
complicaciones como retinopatia, neuropatia y cardiopatia, ademas de que la diabetes
tipo 2 cursa con envejecimiento acelerado (Redekop et al., 2002; Eldor et al., 2005;
Morley, 2008).

Los defectos metabdlicos asociados a la diabetes tipo 2, en particular la desregulacion
en la liberacion de la insulina y la resistencia a la insulina, han sido estudiados en una
variedad de modelos transgénicos en roedores. Si bien no todos los modelos
transgénicos replican en su totalidad los sintomas de la enfermedad humana, ofrecen
nociones importantes de su patofisiologia (LeRoith y Gavrilova, 2006). Sin embargo, no

so6lo existen modelos vertebrados.

Se ha observado que moscas mutantes hipomorfas de la via de la insulina (larvas y
adultos de uno y dos dias después de la eclosion) para DILP1-7, InR, Chico, Lnk,
Dp110, PKB (Akt), Rheb y S6K tienen niveles elevados de lipidos. También estas
mutantes muestran niveles elevados de carbohidratos. Ademas muestran un fenotipo
de defecto en el crecimiento al ser significativamente mas pequefias que sus controles
heterocigotas. En contraste, mutantes para la fosfatasa PTEN tienen niveles circulantes
reducidos de glucogeno y lipidos (Bohni et al., 1999; Baker y Thummel, 2007
Broughton et al., 2008; Teleman, 2010; Murillo-Maldonado et al., 2011).

En un estudio reciente se observd que larvas alimentadas con una dieta alta en
carbohidratos desarrollan obesidad y resistencia a la insulina, ademas de presentar un
fenotipo de crecimiento semejante al observado en las mutantes de la via de la insulina
(Musselman et al., 2011). Por todo lo anterior se ha propuesto a Drosophila como un

modelo de estudio para la patofisiologia de la diabetes tipo 2.

Datos preliminares de nuestro laboratorio muestran una menor cantidad de lipidos
medidos en moscas mutantes de la via de la insulina de diez dias de nacidas (Murillo-
Maldonado, comunicacion personal). Esto parece indicar, como se ha observado en
pacientes con diabetes tipo 2 de diferentes edades y tiempo de diagndstico, que la
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cantidad de lipidos corporales presentes varia con el tiempo. Sin embargo, el aspecto
cronico de la diabetes permanece poco estudiado en general, y en D. melanogaster en

particular.
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JUSTIFICACION

En la actualidad existe un particular interés en el estudio de los procesos fisioldégicos
relacionados a enfermedades metabolicas, mismas que estan alcanzando proporciones
epidémicas. Se ha demostrado que existe una fuerte conservacién evolutiva entre los
procesos biolégicos de las moscas y los humanos, y estudios recientes con Drosophila
melanogaster han contribuido al avance del conocimiento de estos procesos
metabdlicos. Las moscas mutantes hipomorfas de la via de la insulina se han propuesto
como un modelo viable para la diabetes tipo 2. Sin embargo, hasta el momento no se
ha indagado en el aspecto cronico de dicha enfermedad en este modelo.

HIPOTESIS

e Los niveles de lipidos y carbohidratos no varian durante el ciclo de vida de
Drosophila melanogaster
e Moscas mutantes para la via de la insulina muestran diferencias respecto a

moscas control en los niveles de lipidos y carbohidratos durante el ciclo de vida

OBJETIVOS

» Determinar en moscas control y mutantes de la via de la insulina de diferentes
edades (larvas de tercer instar y adultos de 1, 7, 14 y 28 dias después de la
eclosion):

— Carbohidratos totales
— Contenido lipidico total
— Tamafo de adipocitos y proporcion de lipidos en el adipocito en

disecciones de cuerpo graso
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MATERIAL Y METODOS
1. Sujetos experimentales

Las cepas de moscas mutantes que se utilizaron en los experimentos fueron donadas
por el Prof. Ernst Hafen del Instituto de Zoologia de la Universidad de Zlrich, Suiza. Los
alelos mutantes usados fueron: INnRF*®, InR®™, Dp110*, Dp110°*3, PKB?!, PKB?, S6K-*y
S6K"13. Ademas se utilizaron la cepa chico® y las cepas Oregon R (ORR) y yellow
white (yw) como controles silvestres. Las cepas de Drosophila fueron mantenidas en
heterocigosis con cromosomas balanceadores. Los cromosomas balanceadores son
cromosomas con multiples rearreglos que impiden la recombinacion meidtica, y que

ademas de portar mutaciones visibles dominantes, son letales en homocigosis.

Para los experimentos de determinacion de lipidos y carbohidratos en adultos, asi como
para la histologia, se utilizaron los siguientes cromosomas balanceadores: para el gen
chico que se encuentra en el cromosoma 2 se utilizé el balanceador CyO, mientras que
para el resto de los genes, que se encuentran en el cromosoma 3, se utilizo6 TM3 o TM6
(Tabla 1). Ademas, para los experimentos de determinacion de lipidos y carbohidratos
en larvas de tercer instar se utilizaron cromosomas balanceadores que portan una copia
de la proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein, GFP), que se expresa en
los estadios larvarios y es visible en larvas y moscas adultas bajo luz fluorescente en el
estereomicroscopio. Para el gen chico se utilizé un balanceador CyO-GFP, mientras
gue para el resto de los genes se utilizé un balanceador TM3-GFP. Con ayuda de estos
cromosomas balanceadores se puede hacer el seguimiento de las mutaciones. Para
obtener las mutantes homocigotas o heteroalélicas, se realizaron cruzas inter-se para
chico' y cruzas heteroalélicas con las combinaciones INRE¥/INR3™,
Dp110%/Dp110°"3, PKBY/PKB® y S6K-%/S6K™ 3. Todas estas moscas mutantes son

viables.

En cada cruza se utilizaron de 10 a 15 hembras virgenes por cada 15 a 20 machos. Se
selecciono de la progenie (F1) aquellas que no tuvieran fenotipo del balanceador, las
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cuales eran homocigotas o heteroalélicas mutantes para el gen en estudio. Todas las
moscas seleccionadas fueron hembras y se utiliz6 a sus respectivas hermanas

heterocigotas como controles.

Se seleccionaron larvas de tercer instar tardio (wandering thirds) homocigotas o
heteroalélicas mutantes y controles heterocigotos, lavadas en PBS y secadas en papel
absorbente para las determinaciones. Las moscas adultas de la F1 mutante o control
fueron seleccionadas 1 dia después de la eclosion, y aquellas que se utilizarian
posteriormente se mantuvieron separadas en tubos con alimento hasta los 7, 14 o 28
dias. Todas las larvas y moscas fueron sacrificadas por congelacién y conservadas a -
70 °C hasta el experimento. Antes de las determinaciones de lipidos o de carbohidratos,
tanto larvas como moscas fueron pesadas individualmente en una microbalanza (Cahn

C-31) con una sensibilidad de 0.1 pg a 26 ug.

Para las tinciones histoldgicas se utilizaron moscas adultas mutantes o controles de 1

dia después de la eclosion.
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Tabla 1. Alelos mutantes de la via de la insulina, cromosomas balanceadores y fenotipo

mutante dominante del balanceador, utilizados en los experimentos.

Gen Alelo | Balanceador | Fenotipo del balanceador Proteina
InR E19 TM3 Alas de borde aserrado. Receptor a DILPs
InR E19 TM3-GFP Alas de borde aserrado,
fluorescente.
InR 3T5 TM6 Abdomen ancho
InR 3T5 TM3-GFP Alas de borde aserrado,
fluorescente.
chico |1 CyO Alas curvas. Sustrato del receptor a
chico |1 CyO-GFP Alas curvas, fluorescente. insulina
Dp110 | A TM6 Abdomen ancho Subunidad catalitica de
Dpl110 | A TM3-GFP Alas de borde aserrado, | la PI3K
fluorescente.
Dp110 | 5W3 TM6 Abdomen ancho.
Dp110 | 5W3 TM3-GFP Alas de borde aserrado,
fluorescente.
PKB 1 TM3 Alas de borde aserrado. Proteina Cinasa B
PKB 1 TM3-GFP Alas de borde aserrado,
fluorescente.
PKB 3 TM3 Alas de borde aserrado.
PKB 3 TM3-GFP Alas de borde aserrado,
fluorescente.
S6K L-1 T™3 Alas de borde aserrado. Cinasa de la proteina
S6K L-1 TM3-GFP Alas de borde aserrado, | ribosomal S6
fluorescente.
S6K P1713 | TM3 Alas de borde aserrado.
S6K P1713 | TM3-GFP Alas de borde aserrado,

fluorescente.
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2. Carbohidratos totales

Para la determinacién de carbohidratos totales se utilizé la metodologia descrita por
(Van Handel, 1985a). Moscas individuales sacrificadas por frio se homogenizaron en
200 pl de etanol y se afiadi6 4.8 ml del reactivo de antrona-4acido sulfurico (1.4 mg/ml de
antrona en acido sulftrico al 72%); se mezcld y se calentaron las muestras a 92°C por
17 minutos. Luego de enfriarse, se leyo la densidad éptica a 625 nm contra un blanco
de reactivos. El contenido de carbohidratos se estima interpolando a partir de una curva
de calibracion de diluciones de glucosa de una solucién de 1 mg/ml como estandar de
carbohidratos. Se utilizaron al menos 8 individuos para cada grupo experimental o

control.

3. Lipidos totales

Para la determinacion de lipidos totales se utilizé la metodologia descrita por (Van
Handel, 1985b). Moscas individuales sacrificadas por frio se calentaron a 90°C por una
hora en tubos de ensaye; después fueron homogenizadas en 500 ul de cloroformo-
metanol 1:1. El sobrenadante se evaporo y se afiadieron 0.2 ml de acido sulfarico, para
posteriormente calentar por 10 minutos a 100°C. Luego de enfriarse, se afadieron 2.3
ml de reactivo de vainillina-acido fosférico (1.2 mg/ml de vainillina en acido fosférico al
68%), se mezcld y la lectura se realizé por lo menos 5 minutos después a 490 y a 525
nm contra un blanco de reactivos. Los lipidos totales se estimaron interpolando a partir
de una curva de calibracion de diluciones de aceite vegetal a partir de una
concentracion de 1 mg/ml como estandar de lipidos. Se utilizaron al menos 8 individuos

para cada grupo experimental o control.

4. Histologia

Para la histologia de tejido graso con rojo Nilo se utilizd la metodologia descrita por
Sieber y Thummel (2009). La tincién de rojo Nilo se realiz6 al colocar tejido adiposo en
medio de montaje de rojo Nilo (20% de glicerol en PBS con una dilucién 1:10,000 de
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rojo Nilo al 10% en dimetil sulfoxido, DMSO) y se observé por medio de un microscopio
confocal (Zeiss LSM780) con excitacién a una longitud de onda de 543 nm y con un
espectro de emision de 600 a 650 nm. Para el analisis del tejido graso se hicieron un
minimo de 22 y un maximo de 59 cortes Opticos por muestra, con un tamafo de voxel
de 0.33x0.33x1.39 um. El analisis de imagenes se hizo con el software ImagelJ
(Rasband, 2011). Se seleccion6 a cada adipocito individualmente trazando una elipse
(denominada region de interés o Region of Interest, ROI) sobre el perimetro mayor del
adipocito. Se utilizo el perimetro mayor del adipocito (en um) en los cortes opticos como
indicador de tamafio. Se estimd la proporcion (en porcentaje) de lipidos en el adipocito
al dividir el volumen tefido de la ROI sobre el volumen total de la ROI x 100. Se analiz

un minimo de 11 adipocitos para cada grupo experimental o control.

5. Andlisis estadistico

Todos los datos obtenidos en este trabajo fueron analizados utilizando pruebas

estadisticas t de student y ANOVA de dos vias con pruebas post-hoc de Tukey.
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RESULTADOS
1. Carbohidratos
1.1 Larvas

Se determind la cantidad de carbohidratos totales en larvas de tercer instar (Figura 3),
silvestres ORR y yw, y mutantes de la via de la insulina InR¥*/InR*™, chico*/chico?,
Dp110%/Dp110°"3, PKBYPKB® y S6K-YS6K™™® con sus respectivos controles
heterocigotos InR¥*° ° 3™/+, chico'/+, Dp110” ° >3+, PKB* ° 3+ y SeK-* ° P43+ por
medio de pruebas t de student se evaluaron las diferencias en carbohidratos totales
entre las cepas silvestres, asi como entre mutantes y control. No se encontraron
diferencias significativas en la cantidad de carbohidratos entre las larvas de moscas
silvestres ORR y yw, y mutantes InR¥%/InR3™, chico'/chico’, PKBY/PKB?, y S6K"
1/S6K”* con sus respectivos controles. Las larvas mutantes Dp110"/Dp110°**3
mostraron un aumento significativo en la cantidad de carbohidratos respecto a su
control (Figura 3D). Sin embargo, hay una tendencia a mayor acumulacion de

carbohidratos en varias de las mutantes analizadas (chico, PKB y S6K).
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Fig. 3. Carbohidratos totales en larvas de tercer instar, silvestres ORR y yw (A), y
mutantes de la via de la insulina INnR¥*/InR*™ (B), chico*/chico® (C), Dp110*/Dp110°*3
(D), PKBY/PKB? (E) y S6K-~%/S6K"*"*® (F) con sus respectivos controles heterocigotos




INREY® © 3T5/4+  chicol/+, Dp110* © ™3+ PKB! ° 3+ y SeK“! ° P13/1 Se realizaron
pruebas t de student para evaluar diferencias entre las cepas silvestres, asi como entre
mutantes y sus controles. La diferencia significativa para Dpl110%/Dp110°*"° se
representa con un asterisco (*P<0.05). La escala en el eje de las ordenadas representa
ug de carbohidratos totales/mg de peso. El numero de individuos n = 9 en cada grupo,
las barras de error representan el error estdndar de la media (EEM).

1.2 Adultos

Ademas, en moscas adultas silvestres ORR y yw, y mutantes de la via de la insulina
INRF*¥/INR®™, chico’/chico’, Dp110”*/Dp110°"3, PKBY/PKB? y S6K-1/S6K""*® con sus
respectivos controles heterocigotos INRF* © 3™/+, chico'/+, Dp110” ° *"3/+, PKB ° ¥/+ y
SeK-1oP314 51, 7, 14 y 28 dias después de la eclosién, se determiné la cantidad de
carbohidratos totales (Figura 4). Por medio de una prueba ANOVA de dos vias y una
prueba post-hoc de Tukey se evalu6 el cambio en los niveles de carbohidratos totales
respecto al dia 1 en los dias 7, 14 y 28 después de la eclosion en cada genotipo
individual. También se evaluaron las diferencias en los niveles de carbohidratos totales
entre ambos genotipos (cepas silvestres, y mutantes y controles).

En moscas silvestres no se encontraron diferencias respecto al tiempo en ORR 0 yw.
Tampoco hubo diferencias en los carbohidratos totales entre ambas cepas (Figura 4A).
En moscas mutantes se encontraron diferencias en carbohidratos totales respecto al
tiempo a los dia 7 y 28 en InRF¥/InR*™ y a los dias 14 y 28 con respecto al control
INRE!® ° 375+ Ademads, se encontraron diferencias en la cantidad de carbohidratos
totales entre INRF*/InR*™ y su control (Figura 4B). También se encontraron diferencias
en carbohidratos totales respecto al tiempo al dia 7 en chico/chico’, pero no existieron
diferencias respecto al tiempo con chico'/+. Se encontraron diferencias en la cantidad
de carbohidratos totales entre chico'/chico y su control (Figura 4C). Hubo diferencias
en carbohidratos totales respecto al tiempo al dia 7 en Dp110*/Dp110°**3, pero no
existieron diferencias respecto al tiempo con Dp110* °*"3/+. Tampoco hubo diferencias

en la cantidad de carbohidratos totales entre Dp110”*/Dp110°"? y el control (Figura 4D).
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Se encontraron diferencias en carbohidratos totales respecto al tiempo a los dias 7, 14
y 28 en PKBYPKB® y al dia 28 con respecto al control PKB! ° *+. Ademas, se
encontraron diferencias en la cantidad de carbohidratos totales entre PKBY/PKB? y su
control (Figura 4E). Finalmente, se encontraron diferencias en carbohidratos totales a
los dias 14 y 28 en S6K“*/S6K"*"*% y a los dias 7 y 14 con respecto al control pero no
existieron diferencias en el tiempo en el control S6K-*°P"13/+ En este caso nétese que
no existieron diferencias en la cantidad de carbohidratos totales entre mutantes y
control (Figura 4F). Sin embargo, en general, los resultados muestran mayor

acumulacion en mutantes que en controles.
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Fig. 4. Carbohidratos totales en moscas adultas silvestres ORR y yw (A), y mutantes de
la via de la insulina InRF¥/InR*™ (B), chico'/chico’ (C), Dp110*/Dp110°"® (D),




PKBY/PKB? (E) y S6K“/S6K"*"*3 (F) con sus respectivos controles heterocigotos InRF*°
© 3T3/+ chicol/+, Dp110” ° W3+ PKB! ° 3+ y S6K-! ° P34 de 1, 7, 14 y 28 dias
después de la eclosion. Se utilizd una prueba ANOVA de dos vias y una prueba post-
hoc de Tukey para evaluar el cambio en los carbohidratos totales respecto al dia 1 en
cada genotipo. Ademas, se evaluaron las diferencias en los niveles de carbohidratos
totales entre las cepas silvestres, asi como entre mutantes y controles. Las diferencias
significativas respecto al tiempo dentro de los genotipos ORR, asi como en los
mutantes se representan con los asteriscos superiores del mismo color del genotipo
respectivo (*P<0.05, **P<0.01); las diferencias significativas respecto al tiempo dentro
de las moscas silvestres yw, asi como dentro de los controles se representan con los
asteriscos inferiores del mismo color del genotipo respectivo (*P<0.05, *P<0.01). Las
diferencias significativas entre cepas silvestres, asi como entre mutantes y sus
controles se representan con los asteriscos de color negro a la izquierda de la grafica
(*P<0.05, **P<0.01). La escala en el eje de las ordenadas representa pg de
carbohidratos totales/mg de peso. El nimero de individuos n = 9 en cada grupo, las

barras de error representan el error estandar de la media (EEM).
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2. Lipidos
2.1 Larvas

Se determind la cantidad de lipidos totales en larvas de tercer instar (Figura 5),
silvestres ORR y yw, y mutantes de la via de la insulina InR¥*/InR*™, chico*/chico?,
Dp110%/Dp110°"3, PKBYPKB® y S6K-Y/S6K™™* con sus respectivos controles
heterocigotos INR¥*® © 3™/+  chico’/+, Dp110” ° *W3/+, PKB! ° 3+ y S6K-! ° PY71314 por
medio de pruebas t de student se evaluaron las diferencias en lipidos totales entre las
cepas silvestres, asi como entre mutantes y control. No hubo diferencias significativas
en la cantidad de lipidos entre las larvas de moscas silvestres ORR y yw, ni de las
mutantes chico’/chico® y su control (Figura 5A y 5C). Sin embargo, se observé un
aumento significativo en la cantidad de lipidos entre las mutantes InRF**/InR*™ (Figura
5B), Dp110*/Dp110°**® (Figura 5D), PKBY/PKB?® (Figura 5E) y S6K-*/S6K™ ™ (Figura
5F) respecto a sus controles. En general, las larvas acumulan mas lipidos que sus

controles.
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Fig. 5. Lipidos totales en larvas de tercer instar, silvestres ORR y yw (A), y mutantes de
la via de la insulina InRF/InR*™ (B), chico'/chico’ (C), Dp110*/Dp110°"® (D),
PKBY/PKB? (E) y S6K-Y/S6K"*"*3 (F) con sus respectivos controles heterocigotos InR¥*°
°3T5/+, chico'/+, Dp110”° 3+, PKB! ° %+ y S6K-! °P1713/+ Se realizaron pruebas t de
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student para evaluar diferencias entre las cepas silvestres, asi como entre mutantes y
sus controles. Las diferencias significativas se representan con asteriscos (*P<0.05,
**P<0.01). La escala en el eje de las ordenadas representa g de lipidos totales/mg de
peso. El nimero de individuos n = 9 en cada grupo, las barras de error representan el

error estandar de la media (EEM).
2.2 Adultos

En moscas adultas silvestres ORR y yw, y mutantes de la via de la insulina
INRE¥/INR3™, chico/chico?, Dp110%/Dp110°"3, PKBY/PKB® y S6K“Y/S6K™ ™ con sus
respectivos controles heterocigotos INRF* © 3™/+, chico'/+, Dp110” ° *W3/+, PKB ° ¥+ y
SeK-TOP314 5 1, 7, 14 y 28 dias después de la eclosién se determiné la cantidad de
lipidos totales (Figura 6). Por medio de una prueba ANOVA de dos vias y una prueba
post-hoc de Tukey se evalué el cambio en los niveles de lipidos totales respecto al dia
1, en los dias 7, 14 y 28 después de la eclosion en cada genotipo individual. También
se evaluaron las diferencias en los niveles de lipidos totales entre ambos genotipos

(mutantes y controles).

Se observo un aumento significativo en los lipidos totales al dia 7 y 14 en ORR. Esto no
se observo en yw, donde por el contrario, hubo un descenso significativo en los lipidos
totales en los dias 7 y 14. Los lipidos totales entre ambas cepas mostraron diferencias
significativas (Figura 6A). No existieron diferencias en los lipidos totales respecto al
tiempo en INRF¥/INR®*™, Dp110%/Dp110°"* y PKBY/PKB® ni en sus respectivos
controles InRF*? ° 3™5/+ Dp110” ° *"3/+: siendo PKB' ° %+ la UGnica excepcién, con un
incremento al dia 28 (Figura 6E). En todos los anteriores hubo diferencias en la
cantidad de lipidos totales entre mutantes y sus controles (Figuras 6B, 6D y 6E). Por el
contrario, en S6K-/S6K"*"*3 y su control S6K"* ° P2"*3/+ no se observaron diferencias
en lipidos totales respecto al tiempo, ni entre ambos genotipos (Figura 6F). En
contraste, en moscas mutantes chico' se observd un descenso significativo en los
lipidos totales respecto al tiempo al dia 1 en los das 7, 14 y 28 en chico*/chico’. De

manera contraria, hubo un aumento significativo en lipidos totales al dia 14 en el control
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chico/+. Si existieron diferencias significativas en la cantidad de lipidos totales entre
chico'/chico® y el control (Figura 6C). A diferencia de chico, en InR, Dp110 y PKB se

observan aumentos significativos de lipidos.
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y S6K-1/S6KP13 (F) con sus respectivos controles heterocigotos INR* °3™/+, chico/+,
Dp110*°°*W3/+ PKB!°3/+y S6K-* P31+ a1, 7, 14 y 28 dias después de la eclosion.
Se utilizé una prueba ANOVA de dos vias y una prueba post-hoc de Tukey para evaluar
el cambio en los lipidos totales respecto al dia 1 en cada genotipo. Ademas, se
evaluaron las diferencias en los niveles de lipidos totales entre las cepas silvestres, asi
como entre mutantes y controles. Las diferencias significativas respecto al tiempo
dentro de los genotipos ORR, asi como en los mutantes se representan con los
asteriscos superiores del mismo color del genotipo respectivo (*P<0.05, *P<0.01); las
diferencias significativas respecto al tiempo dentro de las moscas silvestres yw, asi
como dentro de los controles se representan con los asteriscos inferiores del mismo
color del genotipo respectivo (*P<0.05, **P<0.01). Las diferencias significativas entre
cepas silvestres, asi como entre mutantes y sus controles se representan con los
asteriscos de color negro a la izquierda de la gréafica (*P<0.05, *P<0.01). La escala en
el eje de las ordenadas representa ug de lipidos totales/mg de peso. El nimero de
individuos n = 9 en cada grupo, las barras de error representan el error estandar de la
media (EEM).
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3. Histologia

Se observaron al microscopio confocal con un objetivo de 25X, preparaciones
histolégicas de apidocitos aislados tefiidos con rojo Nilo de cuerpo graso de moscas
adultas de 1 dia después de la eclosion, silvestres ORR (Figura 7A) y yw (Figura 7B), y
mutantes de la via de la insulina INRF*/InR®™ (Figura 7C) y su control INRF* © 373/+
(Figura 7D), chico'/chico’ (Figura 7E) y su control chico’/+ (Figura 7F),
Dp110%/Dp110°"* (Figura 7G) y su control Dp110* © "3+ (Figura 7H), PKB'/PKB?
(Figura 71) y su control PKB* °%/+ (Figura 7J), y S6K“*/S6K™"*? (Figura 7K) y su control
S6K-1 O P34 (Figura 7L).
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Fig. 7. Adipocitos individuales en las preparaciones histolégicas de cuerpo graso
tefiidas con rojo Nilo de moscas adultas de 1 dia después de la eclosién, silvestres
ORR (A) y yw (B), y mutantes de la via de la insulina InR¥**/InR*™ (C) y su control
INRE*® ° 3731+ (D), chico'/chico® (E) y su control chico’/+ (F), Dp110*/Dp110°**? (G) y su
control Dp110* ° "3+ (H), PKBY/PKB? (1) y su control PKB* ° 3+ (J), y S6K-*/S6KP*3
(K) y su control  S6K-*° P13+ (L). Las imagenes fueron tomadas con un microscopio
confocal (Zeiss LSM780, objetivo 25X) con excitacion a una longitud de onda de 543
nm y con un espectro de emision de 600 a 650 nm. Se muestran reconstrucciones
hechas a partir de varios cortes 6pticos en Z (un minimo de 22 y un maximo de 59, 1.39

um de espesor/ corte). La escala representa 20 pm.
3.1 Tamafio del adipocito

Se determiné el tamafio de adipocitos individuales en moscas adultas de 1 dia después
de la eclosién, silvestres ORR y yw, y mutantes de la via de la insulina INnRF*/InR3™,
chico'/chico!, Dp110%/Dp110°"*3, PKBYPKB® y S6K-'/S6K™™® asi como de sus
respectivos controles heterocigotos InR¥'° ° 3™/+, chico'/+, Dp110* ° *"W3/+, PKB* ° 3+ y
SeK-t ° P13/ (Figura 8). Por medio de pruebas t de student se evaluaron las
diferencias en el tamafo de los adipocitos entre las cepas silvestres, asi como entre
mutantes y control. No se observaron diferencias significativas en el tamafio de los
adipocitos entre moscas silvestres ORR y yw, ni de las mutantes InRF¥/InR™,
chico/chico® y S6K-/S6K"*"** con sus respectivos controles heterocigotos InR¥*° °
315/+, chicol/+ y S6K-' ° P13+ Sin embargo, los adipocitos de las mutantes
Dp110%/Dp110°"® y PKBY/PKB? si mostraron una reduccion significativa de tamafio al
compararse con los adipocitos de sus respectivos controles heterocigotos Dp110”* °
W3+ y PKB!°3/+ (Figuras 8D y 8E). Sin embargo, es de notarse que los controles para

InR, chico, DP110 y S6K son menores respecto a cepas silvestres ORR y yw.
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Fig. 8. Tamafio del adipocito de moscas adultas de 1 dia después de la eclosion,
silvestres ORR y yw (A), y mutantes de la via de la insulina InRF**/InR3™ (B),
chico/chico® (C), Dp110%/Dp110°"* (D), PKBY/PKB? (E) y S6K-*/S6K"*"*3 (F) con sus
respectivos controles heterocigotos InR¥'° ° 3™/+, chico'/+, Dp110* ° *W3/+, PKB* ° 3+ y

S6K-?t ° P13/4 Se realizaron pruebas t de student para evaluar diferencias en el
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tamafio del adipocito entre las cepas silvestres, asi como entre mutantes y sus
controles. Las diferencias significativas se representan con asteriscos (*P<0.05,
**P<0.01). La escala en el eje de las ordenadas representa el perimetro en um del
adipocito. El numero de adipocitos n = 12 en cada grupo, las barras de error

representan el error estandar de la media (EEM).

3.2 Proporcion de lipidos en el adipocito

Finalmente, se determind la proporcion de lipidos por adipocito (en porcentaje) en
moscas adultas de 1 dia después de la eclosion, silvestres ORR y yw, y mutantes de la
via de la insulina InR¥%/InR*™, chico'/chico’, Dp110%/Dp110°"3, PKBY/PKB® y S6K"“
1/s6KP13 asi como de sus respectivos controles heterocigotos InRF'° © 3™/+, chico'/+,
Dp110”* © *W3/+, PKB! ° ¥+ y S6K-* ° P13+ (Figura 9). Por medio de pruebas t de
student se evaluaron las diferencias en la proporcion de lipidos en el adipocito entre las
cepas silvestres, asi como entre mutantes y control. No se encontraron diferencias
significativas en la proporcion de lipidos por adipocito entre moscas silvestres ni

mutantes con sus respectivos controles heterocigotos (Figura 9).
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Fig. 9. Porcentaje de lipidos en el adipocito de moscas adultas de 1 dia después de la
eclosién, silvestres ORR y yw (A), y mutantes de la via de la insulina INnR*%/InR3™ (B),
chico/chico® (C), Dp110%/Dp110°"* (D), PKBY/PKB? (E) y S6K-*/S6K"*"*3 (F) con sus
respectivos controles heterocigotos InRF*® ° *™/+, chico’/+, Dp110* © *W3/+, PKB! °3/+y

S6K-?! ° P13/ Se realizaron pruebas t de student para evaluar diferencias en la
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proporcion de lipidos en el adipocito entre las cepas silvestres, asi como entre mutantes
y sus controles. No se encontraron diferencias significativas en la proporcion de lipidos
por adipocito entre las cepas silvestres, ni entre mutantes y sus controles. La escala en
el eje de las ordenadas representa el porcentaje de lipidos por adipocito. EI nUmero de
adipocitos n = 12 en cada grupo, las barras de error representan el error estandar de la
media (EEM).

44



DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran diferencias significativas en los carbohidratos
de larvas sélo entre Dp110”*/Dp110°"® y su control (Figura 3). Sin embargo, en adultos
ésta diferencia ya no se observa. Independientemente de no existir diferencias en las
otras cepas mutantes y control en larvas, en adultos se observan diferencias
significativas entre InRF*/INR®™, chico*/chico® y PKBY/PKB® con sus respectivos
controles. De manera interesante en los tres casos anteriores, existe un aumento
significativo en los carbohidratos respecto al tiempo en InNRF*/InR®*™, chico®/chico® y
PKBY/PKB® desde el dia 7, y posterior en el caso de Dp110%/Dp110°"® y SeK"-
1/s6KP113: asi como un aumento respecto al tiempo en los controles InRF*°3™5/+ pkB?!
° 3+ y S6K-! ° P34 No se observé ninglin aumento de carbohidratos respecto al
tiempo en moscas adultas de las cepas silvestres, y tampoco existieron diferencias en

los niveles de carbohidratos totales entre las cepas silvestres ORR y yw (Figura 4).

Dado que las larvas de Drosophila invierten gran parte de su tiempo en comer y
metabolizar el alimento (se calcula que crecen mas de 100 veces el tamafio del embridn
antes de pupar (Church y Robertson, 1966; Tennessen y Thummel, 2011)) y que estos
animales son mutantes, se esperaria ver exacerbados defectos del metabolismo en
esta etapa de gran crecimiento, particularmente al final del periodo larvario. Sin
embargo, las diferencias mayores se observan en adultos, y no en larvas. Los
carbohidratos totales en larvas sin diferencias nos indican que existe una regulacion
distinta de estos durante los estadios larvarios en este organismo, incluso en mutantes,
y que esta regulacion no requiere de la via de la insulina mayormente. Esta necesidad
puede deberse a que la larva dedica todos sus esfuerzos a la busqueda e ingestion de
alimento para que esta energia pueda ser utilizada posteriormente para la histolizacion
de tejidos de la larva y el desarrollo de los tejidos del adulto durante la metamorfosis, y
que las reservas terminan siendo mayormente lipidos. Dado que esta acumulacion
mayuscula ocurre también en controles, diferencias debidas a mutaciones en la via de
la insulina no se vuelven significativas. Esto apunta a que la regulacion metabdlica

larvaria de carbohidratos, debido a este crecimiento y generacion de reservas, no se ve
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perturbado por alteraciones en la via de la insulina, o bien que dado que las
consecuencias de mutaciones en la via de la insulina en estos organismos tienden a la
acumulacion, y que eso es precisamente lo que ocurre en los silvestres, no se observan
diferencias. Seria deseable estudiar si la via de la insulina esta muy activa en larvas

silvestres, asi como los niveles en faratos.

Una vez llegados a adultos, las cepas silvestres exhiben un control estricto en los
niveles de carbohidratos totales desde el dia 1 hasta el dia 28, sin cambios
significativos. En cambio, en las moscas mutantes de la via de la insulina, estos niveles
de carbohidratos se elevan progresivamente y de manera mas dramatica en
INRF*/INR*™, chico®/chico’ y PKBY/PKB?. Es también importante notar que ademas del
fenotipo metabdlico, los fenotipos de tamafio mas reducido los presentan también las
combinaciones mutantes de InRF*¥/InR®™, chico'/chico’ y PKBYPKB®* (Murillo-
Maldonado et al., 2011). Es posible entonces que representen condiciones mas

hipomorfas para la via de la insulina.

En este trabajo particular se midieron carbohidratos totales, por lo que una técnica
alternativa de medicion de glucosa o la proporcidon glucosa/trehalosa en hemolinfa
podria mostrar cambios de estos carbohidratos entre mutantes y control, asi como
durante el tiempo, que podrian no observarse al medir carbohidratos totales. Es
importante notar, como fue mencionado anteriormente, que los niveles de carbohidratos
en hemolinfa de invertebrados son regulados no necesariamente de manera semejante
a los de vertebrados; en particular los niveles de trehalosa, el principal carbohidrato
circulante en insectos, pueden variar en funcion del estado nutricional y fisioldgico, la

etapa de desarrollo y las condiciones ambientales (Thompson, 2003; Teleman, 2010).

De manera distinta a los carbohidratos, se observaron niveles superiores de lipidos en
larvas mutantes de las cepas InRF*¥/InR®*™, Dp110*/Dp110°*3, PKBY/PKB? y S6K"“
1/s6KP13 respecto a sus controles (Figura 5). Ademas de lo anterior, en moscas
adultas existieron diferencias significativas entre InRF*¥*/InR®™,  chico/chico?,

Dp110%/Dp110°"® y PKBYPKB® y sus controles heterocigotos, con niveles mas
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elevados de lipidos en todos los casos salvo en el de chico*/chico?, siendo ésta la Gnica
cepa mutante donde se observé un descenso significativo y sostenido desde el dia 7
hasta el 28. La cepa silvestre ORR tuvo niveles mas elevados respecto a yw, El caso de
la cepa silvestre yw resulta interesante, ya que se observa un fuerte descenso en el
nivel de lipidos a partir del dia 7, y un ligero aumento a partir del dia 14 (Figura 6). En
general, estos resultados apoyan la idea de que la acumulacion de lipidos es el
resultado final de la ingesta en la etapa larvaria, y que estas reservas no se utilizan de
la misma manera en los mutantes durante la metamorfosis y la vida adulta. Al contrario,
aumentan. En este sentido, es consistente que se observen diferencias en etapas
larvarias en la cantidad de lipidos totales, mismas que contindan en la edad adulta.
Sugiere gque los excesos no metabolizados de otro modo en mutantes de carbohidratos
se convierten a lipidos de reserva, y que esta acumulacion continia durante todo el
ciclo de vida. Mas que la medicion de un tipo particular de lipido, la medicion de lipidos

totales permite monitorear el fenémeno.

En el caso particular de los lipidos en las cepas silvestres, no se observan diferencias
en larvas, pero hay variaciones importantes a los distintos tiempos medidos en los
adultos. Con estos resultados se puede inferir que la acumulacién de lipidos de reserva
en la vida adulta de la mosca puede depender de otros factores, ya sea competencia,
disponibilidad de alimento o incluso el envejecimiento del organismo. En las moscas
mutantes de la via de la insulina en general se observo un nivel més alto de lipidos en
mutantes respecto a sus controles. Ademas, resulta interesante que estos niveles altos
se mantienen razonablemente estables a lo largo de toda la vida del adulto, caso
contrario a lo observado en moscas silvestres, por lo que esto se puede interpretar
como una evidencia mas a favor de un desequilibrio metabdlico producto de las
alteraciones en la via de la insulina. Si las moscas mutantes no pueden regular de
manera normal sus niveles de lipidos, particularmente lipidos de reserva, dependiendo
de las condiciones cambiantes del medio, esto podria provocar consecuencias respecto
a la supervivencia y la energéticamente demandante produccion de huevos.

Se estaria en el caso de contar con reservas altas en mutantes, pero debido a las

mutaciones en la via, no poder aprovecharlas. Posible evidencia de lo anterior seria la
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casi total esterilidad de moscas hembras mutantes de la via de la insulina, y la talla
reducida (Bohni et al., 1999; Tatar et al., 2001), ademas de que esta cantidad de lipidos
podria tener un papel en la longevidad observada en estas moscas bajo condiciones de
falta de alimento (Bohni et al., 1999; Tatar et al., 2001; Giannakou y Partridge, 2007;
Broughton et al., 2008). Es importante notar de nueva cuenta que en este trabajo se
midieron lipidos totales, sin embargo, estos resultados concuerdan con los de Carvalho
et al., 2012 y Guan et al., 2013, ya que los lipidos de reserva (TAG y SE), asi como los
DAG, que contribuyen de manera muy importante a los lipidos totales del organismo, no
se acumulan significativamente a lo largo de la vida de la mosca adulta silvestre en
condiciones de laboratorio. Seria interesante conocer la proporcion de las distintas

clases de lipidos en las moscas mutantes de la via de la insulina.

También es importante mencionar que las moscas en condiciones de laboratorio tienen
poca actividad con respecto a moscas en estado silvestre y alimento ad libitum, y estas
condiciones de laboratorio podrian provocar una acumulacion de lipidos con el tiempo.

Seria interesante realizar experimentos para explorar estas posibilidades.

Los resultados de carbohidratos vy lipidos en moscas adultas mutantes de la via de la
insulina concuerdan parcialmente con lo reportado anteriormente (Bohni et al., 1999;
Baker y Thummel, 2007; Broughton et al., 2008; Teleman, 2010; Murillo-Maldonado et
al., 2011). El analisis realizado en este trabajo considera la media de los niveles de
carbohidratos y lipidos totales en todas las edades medidas (1, 7, 14 y 28 dias) para
determinar si existen o no diferencias entre las cepas mutantes y sus controles, por lo
que se puede considerar que, dado que el metabolismo es dinamico y en muchos casos
se observaron cambios respecto al tiempo, el presente trabajo prueba de una manera
mas extensiva, como cabria esperar, que hay alteraciones metabdlicas en las moscas

mutantes de la via de la insulina.

Finalmente, las observaciones de preparaciones histologicas de adipocitos individuales
mostraron un menor tamafio celular en moscas mutantes Dp110%/Dp110°"2 vy

PKBY/PKB® respecto a sus controles heterocigotos (Figura 8). Estos resultados
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concuerdan con trabajos anteriores, donde se reporta un menor tamafio celular en
moscas mutantes de la via de la insulina (Bohni et al., 1999; Murillo-Maldonado et al.,
2011), ademas de ser PKB'/PKB® la cepa donde se observa el fenotipo de mayor
reduccion. La comparacion del volumen de lipidos en adipocitos de las distintas cepas
mutantes no arrojé diferencias significativas (Figura 9). Estos resultados deben
contrastarse con las observaciones hechas por DiAngelo y Bimbaum (2009), quienes al
sobreactivar la via de la insulina en Drosophila observaron un mayor nimero de
adipocitos, un mayor numero de gotitas de lipidos, asi como un volumen incrementado
de lipidos en el cuerpo graso de moscas adultas de entre 5 y 10 dias de edad, varios
dias posteriores a lo observado en este trabajo. Estos resultados sugieren entonces,
que las diferencias observadas en los lipidos totales entre las moscas mutantes y sus
controles heterocigotos podrian estar dadas por el nimero total de adipocitos, teniendo
en cuenta que una cantidad semejante de lipidos por adipocito, pero adipocitos de
menor talla implica una densidad mayor de lipidos por adipocito. Por otro lado, seria
interesante hacer histologia abdominal o de cuerpo completo, tiiendo los lipidos de
todos los adipocitos y buscando una diferencia en la extension del tejido graso entre

moscas mutantes y sus controles.

Cabe mencionar que la mayoria de los alelos utilizados en éste trabajo son hipomorfos,
y letales en homocigosis (a excepcién de chico, que es nulo y viable en homocigosis),
por lo que fue necesario realizar cruzas heteroalélicas. Las diferencias en los niveles de
lipidos y carbohidratos entre mutantes y sus respectivos controles heterocigotos, asi
como las posibles diferencias entre las mutantes de distintos genes de la via de la
insulina, pueden radicar en el grado de afectacion de la proteina producto de cada alelo
mutante. Ademas, otro factor que puede influenciar en éstas diferencias es la falta de
total uniformidad en el fondo genético de cada una de las cepas. Esto uUltimo podria
controlarse parcialmente en experimentos posteriores volviendo mas uniforme el fondo
genético de todas las cepas utilizadas. Otro factor a tomarse en cuenta es que la cepa
mutante de S6K es la menos hipomorfica de todas, ya que la reduccion en talla, peso,
carbohidratos y lipidos es la mas discreta de las examinadas (Murillo-Maldonado et al.,
2011).
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Por dltimo, es importante notar que una dieta rica en acidos grasos saturados y
colesterol se asocia con el sindrome metabdlico y enfermedad del corazén en
humanos. Los mecanismos que subyacen a esta relacion no son totalmente claros,
pero un metabolismo cardiaco de fosfolipidos alterado y un almacenamiento
incrementado de triglicéridos se han implicado en la cardiomiopatia, pero no se
entiende aun por qué el consumo de acidos grasos saturados conduce a estos
problemas (Carvalho et al., 2012). Por lo tanto, seria interesante probar algunos de
estos aspectos en moscas que inherentemente acumulan mas lipidos, como las

estudiadas en este trabajo, en otras sintomatologias en la mosca.

CONCLUSIONES

En su conjunto, estos datos, muestran que la homeostasis de lipidos y carbohidratos
esta alterada en las moscas mutantes con respecto a sus controles y a moscas
silvestres. Estas variaciones en lipidos y carbohidratos en las mutantes de la via de la
insulina son una manifestacién de su desajuste metabdlico. Este modelo puede servir
para estudiar otros aspectos de la diabetes, asi como de la regulacion metabolica a

través del ciclo de vida de este insecto modelo.
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Fig. 1

Estructura de la trehalosa (a1-D-glucopiranosill-a1-D-

glucopiranésido, tomada de Reyes-DelaTorre et al., 2012).

5

Fig. 2

Sefalizacion a través del receptor a la insulina (InR) en
Drosophila melanogaster. Los eventos principales luego de la
union del ligando (DILP1-7) al InR comienzan con la
autofosforilacion del receptor de manera cruzada, evento que
favorece el reclutamiento de los IRS Chico y Lnk. ElI complejo
INR-IRS se une a la PI3K y la activa, provocando la acumulacién
de PIP3, evento que recluta a las cinasas PDK1 y Akt a la
membrana plasmatica. Akt fosforila proteinas involucradas en el
control metabdlico, incluyendo la GSK-3B, los factores de
transcripcion FOXO, Tsc2 y la cinasa SIK2. La actividad de
FOXO promueve la conservacion de energia. Su fosforilaciéon
provoca su retencion en el citoplasma, y por lo tanto, la
inhibicion de su actividad. La fosforilacion de Tsc2 por Akt activa
la actividad del complejo TOR-C1 a través de la GTPasa Rheb.
TOR es una cinasa anabdlica reguladora central del
metabolismo de carbohidratos, lipidos y de la autofagia
(modificado de Teleman, 2010).

11

Fig. 3

Carbohidratos totales en larvas de tercer instar, silvestres ORR
y yw (A), y mutantes de la via de la insulina InR¥%/InR*™ (B),
chico'/chico® (C), Dp110*/Dp110°"* (D), PKBY/PKB? (E) y S6K"
1/S6K™* (F) con sus respectivos controles heterocigotos
INREY © 3T+ chico'/+, Dp110* ° *W3/+ PKB! ° 3+ y SeK-! ©
PI713/4. Se realizaron pruebas t de student para evaluar

diferencias entre las cepas silvestres, asi como entre mutantes
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y sus controles. La diferencia  significativa para
Dp110%/Dp110°"2 se representa con un asterisco (*P<0.05). La
escala en el eje de las ordenadas representa pg de
carbohidratos totales/mg de peso. El nimero de individuos n =9
en cada grupo, las barras de error representan el error estandar
de la media (EEM).

Fig. 4

Carbohidratos totales en moscas adultas silvestres ORR y yw
(A), y mutantes de la via de la insulina InR¥*/InR°*™ (B),
chico'/chico® (C), Dp110*/Dp110°"* (D), PKBY/PKB? (E) y S6K"
1/s6KP™3 (F) con sus respectivos controles heterocigotos
INREY © 3T+ chico’/+, Dp110* ° *W3/+ PKB! ° 3+ y SeK-! °
PIT1314+ de 1, 7, 14 y 28 dias después de la eclosion. Se utilizd
una prueba ANOVA de dos vias y una prueba post-hoc de
Tukey para evaluar el cambio en los carbohidratos totales
respecto al dia 1 en cada genotipo. Ademas, se evaluaron las
diferencias en los niveles de carbohidratos totales entre las
cepas silvestres, asi como entre mutantes y controles. Las
diferencias significativas respecto al tiempo dentro de los
genotipos ORR, asi como en los mutantes se representan con
los asteriscos superiores del mismo color del genotipo
respectivo (*P<0.05, **P<0.01); las diferencias significativas
respecto al tiempo dentro de las moscas silvestres yw, asi
como dentro de los controles se representan con los asteriscos
inferiores del mismo color del genotipo respectivo (*P<0.05,
**P<0.01). Las diferencias significativas entre cepas silvestres,
asi como entre mutantes y sus controles se representan con los
asteriscos de color negro a la izquierda de la grafica (*P<0.05,
**P<0.01). La escala en el eje de las ordenadas representa jg
de carbohidratos totales/mg de peso. El nimero de individuos n

= 9 en cada grupo, las barras de error representan el error
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estandar de la media (EEM).

Fig. 5

Lipidos totales en larvas de tercer instar, silvestres ORR y yw
(A), y mutantes de la via de la insulina InR¥*/InR°*™ (B),
chico*/chico® (C), Dp110*/Dp110°"* (D), PKBY/PKB? (E) y S6K"
1/s6KP*3 (F) con sus respectivos controles heterocigotos
INRE™ © 3T5/4+ chico'/+, Dp110* ° *W3+ PKB! ° 3+ y SeK-?! °
PI713/+ Se realizaron pruebas t de student para evaluar
diferencias entre las cepas silvestres, asi como entre mutantes
y sus controles. Las diferencias significativas se representan
con asteriscos (*P<0.05, **P<0.01). La escala en el eje de las
ordenadas representa pg de lipidos totales/mg de peso. El
numero de individuos n = 9 en cada grupo, las barras de error

representan el error estandar de la media (EEM).
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Fig. 6

Lipidos totales en moscas adultas silvestres ORR y yw (A), y
mutantes de la via de la insulina INRF**/InR*™ (B), chico®/chico*
(C), Dp110”/Dp110°*? (D), PKBY/PKB? (E) y S6K-1/S6K™™3 (F)
con sus respectivos controles heterocigotos INRF® © 3T5/+
chico'/+, Dp110” °°3/+, PKB! 3+ y S6K-1°P1314 51,7, 14y
28 dias después de la eclosion. Se utilizé una prueba ANOVA
de dos vias y una prueba post-hoc de Tukey para evaluar el
cambio en los lipidos totales respecto al dia 1 en cada genotipo.
Ademas, se evaluaron las diferencias en los niveles de lipidos
totales entre las cepas silvestres, asi como entre mutantes y
controles. Las diferencias significativas respecto al tiempo
dentro de los genotipos ORR, asi como en los mutantes se
representan con los asteriscos superiores del mismo color del
genotipo respectivo (*P<0.05, **P<0.01); las diferencias
significativas respecto al tiempo dentro de las moscas silvestres
yw, asi como dentro de los controles se representan con los

asteriscos inferiores del mismo color del genotipo respectivo
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(*P<0.05, **P<0.01). Las diferencias significativas entre cepas
silvestres, asi como entre mutantes y sus controles se
representan con los asteriscos de color negro a la izquierda de
la grafica (*P<0.05, **P<0.01). La escala en el eje de las
ordenadas representa pg de lipidos totales/mg de peso. El
numero de individuos n = 9 en cada grupo, las barras de error

representan el error estandar de la media (EEM).

Fig. 7

Adipocitos individuales en las preparaciones histolégicas de
cuerpo graso tefidas con rojo Nilo de moscas adultas de 1 dia
después de la eclosion, silvestres ORR (A) y yw (B), y mutantes
de la via de la insulina INnR¥%/InR*™ (C) y su control InRF° °
35+ (D), chico'/chico' (E) y su control chicol/+ (F),
Dp110%/Dp110°"® (G) y su control Dp110* ° W3+ (H),
PKBY/PKB? (I) y su control PKB °3/+ (J), y S6K-Y/S6KP1 (K) vy
su control  S6K-!° P13+ (1). Las imagenes fueron tomadas
con un microscopio confocal (Zeiss LSM780, objetivo 25X) con
excitacién a una longitud de onda de 543 nm y con un espectro
de emision de 600 a 650 nm. Se muestran reconstrucciones
hechas a partir de varios cortes opticos en Z (un minimo de 22 y
un maximo de 59, 1.39 um de espesor/ corte). La escala

representa 20 pm.
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Fig. 8

Tamafio del adipocito de moscas adultas de 1 dia después de
la eclosion, silvestres ORR y yw (A), y mutantes de la via de la
insulina INRF*/InR*™ (B), chico'/chico® (C), Dp110*/Dp110°"?
(D), PKBY/PKB® (E) y S6K-*/S6KP*"*3 (F) con sus respectivos
controles heterocigotos InRF*® © 3™°/+  chico’/+, Dp110”* © *"W3/+,
PKB! ° ¥+ y S6K-* ° P1713/1 Se realizaron pruebas t de student
para evaluar diferencias en el tamafo del adipocito entre las

cepas silvestres, asi como entre mutantes y sus controles. Las
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diferencias significativas se representan con asteriscos
(*P<0.05, **P<0.01). La escala en el eje de las ordenadas
representa el perimetro en pum del adipocito. EI niumero de
adipocitos n = 12 en cada grupo, las barras de error representan

el error estandar de la media (EEM).

Fig. 9

Porcentaje de lipidos en el adipocito de moscas adultas de 1
dia después de la eclosion, silvestres ORR y yw (A), y mutantes
de la via de la insulina InR¥*/InR*™ (B), chico/chico® (C),
Dp110%/Dp110°"2® (D), PKBY/PKB? (E) y S6K-Y/S6K™ ™2 (F) con
sus respectivos controles heterocigotos InR¥® © *™>/+  chico’/+,
Dp110* ° W3+ PKB! ° ¥+ y SeK-! ° P13+ Se realizaron
pruebas t de student para evaluar diferencias en la proporcion
de lipidos en el adipocito entre las cepas silvestres, asi como
entre mutantes y sus controles. No se encontraron diferencias
significativas en la proporcion de lipidos por adipocito entre las
cepas silvestres, ni entre mutantes y sus controles. La escala
en el eje de las ordenadas representa el porcentaje de lipidos
por adipocito. EI nimero de adipocitos n = 12 en cada grupo, las
barras de error representan el error estandar de la media
(EEM).
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Tabla 1

Alelos mutantes de la via de la insulina, cromosomas
balanceadores y fenotipo mutante dominante del balanceador,

utilizados en los experimentos.
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