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RESUMEN

La diabetes es una enfermedad cronica degenerativa no transmisible que se
desarrolla como consecuencia de la falta de produccién de insulina por el pancreas
o por la ineficiencia en el uso de la misma en vertebrados. Las causas que dan
origen a la diabetes son variadas, y representan una interaccion entre factores
genéticos y ambientales. El objetivo de este trabajo fue caracterizar la evolucion del
padecimiento en un modelo genético, utilizando Drosophila melanogaster, por ser
un organismo relativamente sencillo de manipular y la via de la insulina esta
conservada evolutivamente. Usando cepas mutantes de la via de la insulina se
midieron: la cantidad de lipidos y carbohidratos normalizados por peso en diferentes
etapas adultas, el nivel de actividad y la alimentacion. Las mutantes de InR (el
receptor de insulina) mostraron defectos mas severos, particularmente en la
cantidad de carbohidratos: mientras que las mutantes de Pi3K92E (la cinasa PI3K)
mostraron defectos particularmente en los primeros dias post-eclosion. Las
mutantes de S6k (la cinasa S6) mostraron los niveles mas altos de lipidos. Se
observd ademas que las mutantes de InR tienen mayor actividad, y las mutantes de
S6k menor actividad. Ademas, las hembras mutantes de InR mostraron resistencia
a la hambruna. Las cepas mutantes estudiadas presentan la hiperlipidemia y la
hiperglicemia comunes del estado diabético, y el estudio de estos parametros a
diferentes edades mostro que el fenotipo se exacerba con la edad y afecta mas a
las hembras; los defectos en el metabolismo especificos que cada mutante presento
las hacen valiosos modelos para estudiar a fondo diferentes aspectos del estado
diabético. El estado diabético también provocé contrastantes diferencias
conductuales, particularmente en los niveles de actividad, sefalando el efecto que
la desregulacion metabdlica puede tener en el comportamiento del organismo.
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ABSTRACT

Diabetes is a chronic disease caused either by the lack of insulin production by the
pancreas or the inefficient use of insulin in vertebrates. The causes that give rise to
the disease are varied, and represent an interaction between genetic and
environmental factors. This work characterizes the diabetic state and its progression
in insulin signaling compromised flies. We used Drosophila melanogaster as a
model system, as it has many advantages as an experimental organism, not least of
which is an evolutionarily conserved insulin signaling pathway. We measured
metabolic parameters in insulin pathway mutants and controls (lipids and sugars),
plus activity levels, and amount of food ingested. Insulin receptor mutants, InR, show
more severe defects, particularly in carbohydrate levels, whereas the
phosphatidylinositol 3 kinase mutants, Pi3K92E, show defects particularly in the first
post-eclosion days, and finally we measured the highest total lipids levels in S6
kinase mutants, S6K. The activity patterns are variously deregulated in the insulin
pathway mutants: InR mutants have higher activity levels, whereas S6k mutants are
less active. Lastly, InR mutant females show starvation resistance. The mutant
strains studied present the hyperlipidemia and hyperglycemia common in the
diabetic state, and the study of these parameters at different ages revealed the
phenotype worsens with age and affects females more strongly; the specific defects
observed in each mutant makes them valuable models for more in-depth studies
about different aspects of the diabetic state. The diabetic flies also presented
contrasting activity levels, highlighting the incidence of metabolic dysregulation in

the behavior of flies.
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1. INTRODUCCION

Se estima que mas de 442 millones de personas padecen diabetes a nivel mundial
(1). La diabetes representd en México la primera causa de muerte en 2015 (2). Se
suele caracterizar a la diabetes tipo | como aquella donde se presenta una
deficiencia en la sintesis de la insulina, la hormona peptidica encargada de la
regulacion del balance energético, principalmente mediante la absorcion de glucosa
y su almacenamiento. La diabetes tipo Il es caracterizada por la deficiencia en el

uso de la insulina, creando un estado “resistente” a la insulina en el organismo.

Influenciada por factores genéticos y ambientales, la diabetes tiene una serie de
consecuencias en la calidad de vida del enfermo tanto a corto plazo como a largo
plazo. La via de sefalizacion de la insulina, asi como sus consecuencias
fisiologicas, se encuentran ampliamente conservadas entre organismos. La
Drosophila melanogaster también regula los niveles de azlcares circulantes en
relacion con las condiciones nutrimentales y de actividad del organismo, aunque
una diferencia importante con los vertebrados es que en Drosophila la glucosa se
convierte mayoritariamente en trehalosa (un azucar no reductor), que es la principal

forma circulante (3), ademas de la glucosa.

1.1. Viade lainsulina en Drosophila
La via inicia con la union de un péptido parecido a la insulina (ILP, por sus siglas en
inglés) al receptor de la insulina, InR, el cual se autofosforila y recluta entonces IRSs
(sustratos del receptor de insulina), que a su vez permiten el reclutamiento de la
enzima fosfatidil inositol tres fosfato, PI3K, a la membrana. Existen 8 ILPs descritos
en Drosophila, de los cuales siete tienen funciones parcialmente redundantes y
regulan la longevidad, el metabolismo, la reproduccién y la proliferacion celular. De
estos ILPs, el ILP2 posee mayor homologia con la insulina de los mamiferos. (4)
Como se menciona arriba, el InR de Drosophila se une a proteinas armazén
llamadas colectivamente sustratos del receptor de insulina (IRSs). Los IRSs
descritos en Drosophila son Chico y parcialmente Lnk; los mamiferos presentan una

variedad mayor de IRSs.



La PI3K es una cinasa que consiste de una subunidad catalitica, Pi3K92E en la
mosca, y una subunidad adaptadora, p60. La actividad de la PI3K produce
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). La fosatasa PTEN tiene el papel opuesto y
desfosforila al PIP3. Cuando se acumula PIP3 se reclutan y activan las cinasas
PDK1 y Akt. La cinasa Akt actla en una gran variedad de dianas, entre las cuales
se encuentran el factor de transcripcion de tipo forkhead FOXO (FKH) y la proteina
Tsc2 (o tuberous sclerosis complex 2, por sus siglas en inglés), a los cuales inhibe.
FOXO regula a mas de 2000 genes en el nucleo; si es fosforilado se retiene en el
citoplasma. Tsc2 inhibe a Rheb, una GTPasa que activa a TOR-C1, por lo que la
inhibicién de Tsc2 lleva a la activacion de TOR-C1. TOR-C1 también responde a los
niveles de aminoacidos en la células, activandose en su presencia. La activacion de
TOR-C1 conlleva a la activacion del anabolismo, por ejemplo, mediante la activacion
de S6K, una cinasa conocida por fosforilar a la proteina S6 de la subunidad
ribosomal 40S, aunque tiene otros sustratos involucrados en el inicio y procesividad
de la traduccién (5). En la figura 1 se muestran los principales componentes de la

via de Insulina.
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Figura 1. Esquema general de la via de la insulina. IRS: Sustrato del InR. PI3K:
Fosfatidilinositol 3 cinasa. PIP2: Fosfatidilinositol bifosfato. PIP3: Fosfatidilinositol trifosfato.
PTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa PDK1: cinasa dependiente de PIP3



AKT: Proteina cinasa B TSC1/2: Proteinas de esclerosis tuberosa 1y 2 RHEB: Homdlogo
de GTPasa enriquecido en el cerebro TOR: Blanco de la rapamicina. FOXO: Factor de
transcripcion de la clase Forkhead. GSK3: Glucdgeno sintetasa cinasa 3. S6K: Cinasa de
proteina ribosomal S6. SREBP: proteina de union al elemento de respuesta a los esteroles.
4E-BP: proteina de unién 1 al factor de inicio de la traduccién eucariético 4. Myc: el

protooncogen myc.

1.1.1. El receptor de la insulina
El receptor de la insulina pertenece a la familia de protein-cinasas de tirosinas. La
estructura del InR comparte muchas similitudes con el receptor de la insulina de los
mamiferos (Inr) y con el receptor del IGF1 (IGF1R), siendo un tetrAmero compuesto
por dos subunidades que unen al ligando y a dos subunidades transmembranales
que contienen los dominios citoplasmicos de cinasa de tirosina. Una diferencia
importante es que InR presenta una extension de 400 aminoacidos C-terminales en
comparaciéon con el de los mamiferos, lo que le permite unirse a PI3K aldn en

ausencia de IRS, o Chico, el homologo IRS1-4 (6).

En la Drosophila, el gen que codifica para el InR se encuentra en el tercer
cromosoma, y las mutantes homocigotas para el mismo suelen ser letales, mientras
gue los heterocigotos o combinaciones heteroalélicas estudiadas suelen presentar
retrasos en el desarrollo. En diferentes combinaciones heteroalélicas del InR se ha
observado un menor nimero celular (6, 7). El alelo mutante InRE1®, que representa
una mutacién hipomdérfica inducida quimicamente, es un alelo viable en
homocigosis, aunque las moscas viven menos (8), muestran defectos de

reproduccion (9), y tienen menor peso y tamafio (6).

Se ha observado que mutantes heteralélicas que presentan INREL® y el alelo mutante
InR3% exhiben un peso reducido y un incremento en el nivel de carbohidratos y

lipidos en hembras de dos dias post-eclosion (10).

1.1.2. La subunidad catalitica de PI3K: Pi3K92E



Pi3K92E es homologo a las PI3K de mamiferos pl10alfay p110beta, y se divide en
dominios con diferentes funciones predichas. Las regiones mas conservadas, que
se encuentran en el C-terminal, son el nucleo catalitico y el dominio PI. El extremo
N contiene regiones que se sabe que son necesarias y suficientes para que
pllOalpha de mamifero se asocie con la subunidad reguladora p85 (11). El gen que
codifica para Pi3K92E, al igual que el de InR, se encuentra en el cromosoma 3. El
alelo Dp110* es una delecién en el extremo 3’ de la regién codificante. Las moscas
heterocigotas con este alelo exhiben un fenotipo donde la proporcion de individuos
en diapausa es mayor que en las moscas silvestres (12) y se observa autofagia
inducida en el cuerpo graso incluso en condiciones de no inaniciébn (13). Las
hembras adultas mutantes que presentan este alelo en combinaciones con
Dp110°*3 tienen un peso corporal reducido, y el contenido de lipidos y carbohidratos
esta aumentado en comparacion con los controles a los dos dias post-eclosion(11).
Las moscas adultas mutantes homocigotas de Dp110°V3 tienen un peso corporal
reducido en comparacion con los heterocigotos. El contenido de lipidos vy

carbohidratos no difiere a los dos dias post-eclosion respecto al control (11).

1.1.3. La cinasa S6k

El alelo mutante S6k--1 de este gen, que también esta localizado en el cromosoma
3, presenta una delecién en el extremo 5’ de la region codificante. Se reportaron
defectos de autofagia en las células del cuerpo graso larvario (14). Las larvas
homocigoticas reducen su tamafio (15) y los pocos homocigotos que llegan a
adultos emergen después de un retraso de 5 dias y viven no mas de dos semanas.
Ademas, presentan una reduccion severa en el tamafio del cuerpo adulto (16). El
alelo S6kP1713 tiene una insercion de un transpén en el gen, y las moscas hembras
adultas heteroalélicas con estos dos alelos mutantes tienen un peso corporal
reducido en comparacién con los controles heterocigotos, y el contenido de lipidos
se incrementa en comparacion con los controles, mientras que el contenido de

carbohidratos no difiere, a los dos dias después de salir del pupario (11).



1.2. Diabetes y el estrés oxidativo
Si bien la generacion de especies reactivas de oxigeno puede ser beneficiosa para
el organismo bajo ciertas circunstancias (por ejemplo, en células fagociticas), un

desequilibrio en la generacion de ROS puede llevar a dafio celular (17).

En vertebrados, la ingesta excesiva de glucosa y macronutrientes puede llevar a la
hiperglucemia y al aumento de acidos grasos circulantes; en el primer caso, el
estado hiperglucémico puede aumentar el nUmero de especies reactivas de oxigeno
que causan dafio celular mediante la oxidacion de biomoléculas y la interferencia
con vias celulares de sefializacion (18), por ejemplo activando cinasas que pueden

interferir con la via de la insulina (19).

Se han propuesto varios mecanismos por los cuales la hiperglucemia aumenta el
estrés oxidativo (20). La figura 2 muestra como la produccion excesiva de
superoxido por la mitocondria inactiva a la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa,
provocando la acumulacion de metabolitos anteriores a este punto de la glucdlisis.

Estos metabolitos entonces se procesan por otras vias.

NADP* NAD* NADH

NADP’i_//‘—"' Sorbitol S P Fructosa

Glucosa ————Pp G-6:P —> G-1-P

v v

Glucdgeno

3DG F-6-P Glucosamina-6-P
R-NH, ;
\1 ¢ G1in
F-(1,6)-P,
AGE i
v\ v v
DHAP ——— Gliceraldehido 3-P GlcNAc
NADH > —_
NAD* j— Ros
oAG 2 NADH v
PKC UDP-GIcNAC

Piruvato

Figura 2. La hiperglucemia puede generar un aumento de las especies reactivas de
oxigeno que afectan el metabolismo del organismo. G-6-P: Glucosa 6 fosfato, G-1-P:
Glucosa 1 fosfato, 3DG: 3 deoxiglucosa, MG: Metilglioxal, DAG: Diacilgliceraldehido, PKC:
Proteina cinasa C, F-6-P: Fructosa 6 fosfato, F-(1,6)-P2: Fructosa 1,6 difosfato, GFA:



Glutamina:fructosa 6 fosfato amidotransferasa, Gln: Glucosamina, DHAP: Dihidroxiacetona
fosfato, GIcNAc: N-acetil glucosamina, ROS: Especies reactivas de oxigeno. Tomado de
(22).

En un segundo caso, el aumento de acidos grasos puede provocar el aumento de
sefalizacion en las vias pro-inflamatorias (vias NF-KB/IKK13/iNOS), donde la
actividad excesiva de las citosinas y los &cidos grasos estimula también procesos
de fosforilacion que modifican la sefializacion de vias como la de la insulina (22).
Dado que la via de la insulina ejerce normalmente un efecto antiinflamatorio, esto
sblo refuerza el estado inflamatorio; a largo plazo se provoca ademas la
sobresaturacion de la actividad beta oxidante de la mitocondria aumentando la
concentracion de H202 y por tanto el estrés oxidativo.

Cabe destacar que en vertebrados también se afectan los niveles de glutatidon
(23,24). Esta interconexion entre el estado inflamatorio, el estrés oxidativo y la via
de la insulina no es sorprendente dado que el sistema inmune esta relacionado con
el sistema metabdlico y la respuesta antioxidante, asi como la pro-inflamatoria que
defienden al organismo. Estas respuestas requieren de una redistribucion
energética (25). Debido a la variedad de mecanismos que participan en la diabetes,
es dificil dilucidar la contribucién de cada uno. En vertebrados las diferencias entre
individuos: genéticas, nutricionales, de actividad, etc., se afiaden a la dificultad en

esclarecer el papel de los diferentes procesos involucrados (26).

1.3. La via antioxidante del Nrf2
El sistema de sefalizacion de Keapl/Nrf2 (figura 3) participa en la respuesta
antioxidante del organismo, regulando la sintesis de antioxidantes como el glutatién
y el NADPH. El Nrf2 (NF-E2-Related Factor 2, un factor de transcripcion de la
subfamilia cap’n’collar de cremalleras de leucina) suele encontrarse en el citoplasma
unido al complejo de Keapl (Kelch-like ECH-Associated Protein 1, familia de
proteinas que se unen a actina), lo que permite que el complejo de ubicuitin-ligasa
Cul3 interactue con Nrf2 para permitir su ubicuitinacion y subsecuente degradacion

en el proteasoma. Cuando la célula se expone a un estrés oxidante o a xenobioticos



electrofilicos se dispara la liberacion de Nrf2, mediante la modificacion de residuos
de cisteina del complejo de Keapl por las sustancias oxidantes, lo que desestabiliza
la interaccion entre Nrf2 y Keapl. Nrf2 se transloca al nucleo donde junto con el co-
factor Maf (Musculo-Aponeurotic Fibrosarcoma) se une a las regiones ARE
(antioxidant response element) del ADN, regulando positivamente la transcripcion
de genes de efecto neto antioxidante (27,28). La via est4d evolutivamente
conservada y en Drosophila los homdlogos de Nrf2, Keapl y Maf son CncC, dKeapl
y maf-S, respectivamente (29). La conservacion evolutiva de esta via entre
diferentes organismos se explica por la necesidad de regular el gasto de energia
metabdlica en relacién con la disponibilidad de nutrientes y las condiciones de estrés

gue se puedan afrontar.
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Figura 3. Mecanismo de accion de la via de Nrf2.

2. ANTECEDENTES

Para estudiar la sefalizacién de la insulina, y especificamente el estado diabético
en Drosophila, se han comparado cepas o poblaciones con diferentes
metabolismos, o se han inducido defectos en la sefializacion de la via de la insulina
mediante modificaciones a la dieta y generacion de mutantes hipomorfas o nulas de
genes pertenecientes a la via. Los estudios en los que se realizan manipulaciones
a la dieta a menudo pueden encontrar resultados diferentes por estar sujetas a
variaciones ambientales, de sexo, genotipo, etc. que afectan la penetrancia del

fenotipo. Y si bien estos estudios demuestran que cambios en la dieta tienen efectos



claros en el organismo, la falta de una causalidad clara entre la composicion de la
dieta y el consumo total de las moscas también ha sido una limitante de este

enfoque.

Dietas

Cuando se provee a Drosophila de una dieta modificada, con aumento o
disminucién de nutrientes, se ha observado la desregulacion del metabolismo y de
la sefializacion de insulina. Las dietas ricas en azlcar, asi como las dietas ricas en
proteinas, incrementan la expresion de péptidos parecidos a la insulina (ILPS)
(33,34). Este aumento inicial en la expresiéon de los ILPs es consistente con lo que
se observa en vertebrados, donde el organismo trata inicialmente de aumentar su
produccion de insulina para compensar la resistencia, aunque en vertebrados el
eventual deterioro de las células beta de los islotes de Langerhans del pancreas
conlleva al fallo de esta compensacion inicial. De igual manera, el cuerpo graso en
moscas sobrealimentadas disminuye su respuesta a la insulina con la edad y se

vuelven resistentes a edad avanzada (35).

Morris et al. (2012) controlaron la cantidad de azUcares (sacarosa) o levadura (si
bien la levadura provee diferentes nutrientes a la mosca, a menudo se considera
gue las variaciones que provoca en el fenotipo del organismo se deben
principalmente al nivel de proteinas que provee) (35), observando que una dieta
moderadamente alta en sacarosa provoca un aumento en peso constante con la
edad, pero dietas mas ricas en sacarosa provocan el efecto contrario, una pérdida
de peso. Se ha observado que la cantidad de lipidos presentes en el cuerpo de
moscas hembra presenta poca correlacion con el numero de puestas de las mismas,
siendo los niveles de aminoé&cidos en la dieta los mas importantes para definir el

numero de puestas (36).

Si bien el uso de dietas altas en azUcares o altas en levaduras han permitido una
descripcion de los efectos de ambos nutrientes en la mosca; en el estudio del efecto
gue las modificaciones a la dieta tienen en la longevidad del organismo ha sido de

especial importancia la observacion de que es el balance entre proteinas y



carbohidratos lo que determina la extension de vida, siendo las dietas altas en
carbohidratos y bajas en proteinas las que propician una mayor longevidad (aunque
un exceso de carbohidratos pueden llevar al fenotipo contrario, reduciendo la
longevidad de la mosca), acompafiada a menudo de una menor fecundidad (37, 38,
39). Los estudios que modifiquen las dietas deben procurar que éstas estén bien
definidas quimicamente, ademas de que se debe medir el consumo total, ya que las
moscas tienen acceso libre a su fuente de alimento y son capaces de regular su

ingesta calorica, al menos en el caso de D. melanogaster.

Ademas, se han realizado comparaciones con otros miembros del género
Drosophila; entre las especies con que se puede trabajar estan otros comensales
como D. simulans, donde se ha estudiado la tasa metabdlica, la longevidad y la

resistencia al estrés (40).

Mutantes para la via de la insulina

Otro enfoque para el estudio del estado diabético ha sido mediante manipulaciones
gue afecten la via de la insulina, que pueden ir desde la ablacién de las células
productoras de insulina (IPCs) (41), encargadas de la produccion de los péptidos
parecidos a la insulina (ILPs), hasta mutaciones en genes involucrados en puntos
especificos de la via. En el primer caso, se les puede utilizar como modelos de
diabetes tipo |. Las mutaciones que afecten la cascada de sefializacién en otros
puntos son consideradas modelos de diabetes tipo Il. En este caso es importante
hacer la distincion entre las mutaciones dirigidas a un solo tipo celular y las
mutaciones que afectan a todo el organismo, ya que se ha demostrado que los
efectos pueden variar.

Las mutaciones de falta de funcién para un ILP en particular suelen tener efectos
moderados, y a menudo es necesario la pérdida de mas de uno para generar
letalidad. Esto evidencia la redundancia que existe entre estos ILPs (42). Por el
contrario, las mutaciones en InR, chico (sustrato del receptor de insulina), y varios
componentes aguas rio abajo de la via suelen ser letales si son homocigotas, por lo

gue a menudo se usan moscas heterocigotas o heteroalélicas; éstas segundas



tienen el beneficio de permitir adjudicar mas robustamente los defectos observados
al gen estudiado.

Entre los fenotipos mas comunes provocados por mutantes en la via de la insulina
se observa la disminucién de la fertilidad y de la talla del individuo, cambios en la
longevidad (una disminucion en condiciones normales, a menudo un aumento de
longevidad cuando existe restriccion caldrica), un aumento de triacilglicéridos, con
defectos en la morfologia del cuerpo graso, y un mayor numero de azucares

circulantes en la hemolinfa (5, 41, 43, 44)

Dado que TOR participa en la regulacion del crecimiento, la autofagia, la
supervivencia celular, y el anabolismo (regulando la homeostasis de lipidos y
carbohidratos), la falta de nutrientes o ATP impiden su funcion, y la
sobrealimentacion puede llevar a la pérdida de balance: TOR participa en la
acumulacion de lipidos, por lo que una ingesta excesiva de nutrientes puede llevar
a su hiperactivacién y la acumulacion de lipidos y glucégeno. TOR no sélo es
regulado por la sefializacion de la insulina, sino por la cantidad de aminoacidos
presentes, y en vertebrados se ha observado que aun cuando existe resistencia a
la insulina TOR puede permanecer activo si la cantidad de nutrientes consumidos

se mantiene (45), lo que empeora el fenotipo.

Cuando se han comparado diferentes cepas con defectos en la via de la insulina, a
menudo las lineas que se comparan se han seleccionado basandose en la
longevidad de las mismas. Las lineas con defectos en la sefializacion de la via de
la insulina suelen ser longevas, y Hoffman et al. (2014) comprobaron que los
metabolitos que declinan con la edad estan asociados a la glicélisis y al metabolismo
de glicofosfolipidos; también observaron cambios en las aminas biogénicas

asociadas con la edad y el sexo, y cambios asociados al ciclo de Krebs.

También influencia al fenotipo la respuesta sistémica ante el estrés. La activacion
de Toll en el cuerpo graso lleva a la induccién de la inmunidad y la redistribucion de

recursos (46). El factor de transcripcibn FOXO regula genes de respuesta al estrés
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y de control metabdlico, y es regulado negativamente por la sefializacion de la
insulina; esta ultima lleva al bloqueo de la gluconeogénesis, la glucogendlisis y el
uso de lipidos de almaceén para el catabolismo. Se ha observado que una menor
sefalizacion de la insulina y mayor actividad de FOXO puede incrementar la
longevidad, si esta expresion aumentada se da en tejido adiposo o intestino. En
otros tejidos tiene el efecto opuesto (47). Ademas, la pérdida de actividad de FOXO

en el intestino puede llevar a la desregulacion de la homeostasis de lipidos (48).

Se ha observado que algunas mutantes de C. elegans y D. melanogaster deficientes
en la via de la insulina muestran una respuesta al estrés oxidativo mejorada y una
extension de vida en condiciones de restriccion caldrica (29,49). Esto concuerda
con la interpretacion del envejecimiento como consecuencia de la acumulacion de
dafio oxidativo (50, 51, 52).

Los estudios sobre la interaccion entre la diabetes y la via de Nrf2 se han llevado
cabo principalmente en ratones, donde se estudia la habilidad de diferentes
inductores de Nrf2 para mejorar el estado diabético; también se utilizan ratones
Knock-out para Nrf2 o Knock-down para Keap. En estos modelos se suele observar
qgue la activaciéon de Nrf2 puede mejorar la salud de los organismos diabéticos,
aungue algunos estudios sefialan que la activaciéon crénica de Nrf2 provoca el efecto
contrario (53). En este mismo organismo modelo se observé como el eje de PI3K-
Akt, a través de la inhibiciébn de la glucégeno sintasa cinasa 3 beta (GSK-3j3)
incrementa la proteccion oxidante de Nrf2 (54), lo que representa un punto de

interaccion directa entre ambas vias.
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3.JUSTIFICACION
La diabetes aqgueja a millones de personas a nivel mundial, y dada la variedad de
mecanismos que participan en la diabetes, dilucidar la contribucion relativa de cada
uno ha sido un reto. Con este trabajo se caracterizaron parametros metabdlicos de
tres modelos de diabetes tipo Il en Drosophila melanogaster, observando el
progreso de la enfermedad a diferentes edades en ambos sexos, para dilucidar
como progresa la enfermedad en ellos. Dado que los modelos estudiados presentan
defectos en tres puntos diferentes de la via de la insulina, y en base a esto es que
se realizod un estudio midiendo pardmetros metabdlicos a diferentes edades y en
ambos sexos, su descripcion permite una caracterizacion de la manera en que la
enfermedad progresa en este organismo modelo. Ademas, se buscé observar la
manera en que la via de la insulina interactta con el estrés oxidativo a través de la
via antioxidante de Nrf2. El uso de la Drosophila melanogaster como objeto de
estudio permite obtener resultados que no estan influenciados por diferencias
genéticas entre individuos y que en principio reflejan las principales contribuciones

de diferentes componentes de la via de la insulina.

4 HIPOTESIS
Las caracteristicas del estado diabético se podran observar de manera diferencial

en las mutantes heteroalélicas estudiadas.

5.0BJETIVOS
Caracterizar la progresion del fenotipo diabético en mutantes heretoalélicas de la

via de la insulina en Drosophila melanogaster.

5.1. Objetivos especificos

e Medir los niveles de carbohidratos y de lipidos a lo largo de la vida de moscas
adultas con defectos en la via de la insulina.

¢ Analizar los niveles de actividad y alimentacion de las mutantes de la via de la
insulina.

« Analizar la interaccién entre la via de Nrf2 y la via de la insulina.

12



6. METODOLOGIA
6.1. Sujetos
Diferentes cepas de Drosophila melanogaster (controles, mutantes de la via de la
insulina 'y del Nrf2 y cepas con construcciones que evidencian la expresion de genes
gue participan en la respuesta antioxidante) pertenecientes al cepario del laboratorio
de Genética de Transduccién de Sefiales del Instituto de Neurobiologia, donde se
mantienen en viales con alimento (10% piloncillo, 10% levadura) a una temperatura
promedio de 25°C con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h c/u.
Se realizaron cruzas entre las siguientes cepas heterocigotas con el propésito de

obtener crias heteroalélicas viables (tabla 1).

Tabla 1. Cepas mutantes para la via de la insulina.

InR

FoO F1

Hembras yw; INRE**/TM6B yw; INR3™5/InR®°

X yw; INRE®/TM3
Machos yw; InNR3™>/TM3 yw; InR3™>/TM6B
PI3K92E

FO F1

Machos yw; PISK92E A/TM6B ( yw; PI3K92E &/ PI3K92E 53
X yw; PIBK92E #/TM3
Hembras yw; PI3K92E W3/TM3 yw; PI3K92E **}/TM6B
dSeK

FO F1

Machos yw; S6k"Y/TM3 yw; S6k1/SekP1713

X yw; S6k"/TM3
Hembras yw; S6kP713/TM3 yw; S6kP1713TM3

* TM3 Y TM6B son cromosomas balanceadores con extensos rearreglos y mutaciones
recesivas letales que impiden la recombinacion (y por ende conservan intacto el alelo
estudiada) y poseen marcadores que permiten determinar su presencia.

Se usaron machos y hembras virgenes de F1 para los experimentos. Como control
se utilizaron machos y hembras virgenes yw. Todas las cepas cuentan con el mismo
fondo genético.

Se realizaron cruzas entre cepas con marcadores de la expresion de maf-S, cofactor
de Nrf2, y mutantes de la via de la insulina, para generar y establecer cepas ge

posean ambos elementos. En la tabla 2 se presentan las cruzas obtenidas:
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Tabla 2. Cepas con construcciones de expresion y mutaciones para la via de Nrf2

y la via de la insulina.

Genotipo Descripcion
{Maf — S — GFP},PI3K92E>"3 | Cepa con 1) marcador de GFP para la
yw; .
TM3B expresion de Maf-S y 2) alelo mutante de

PISK92E (subunidad catalitica de PI13K).
{maf — S — GFP},S6k'™! Cepa con 1) marcador GFP para la
W

Y T™3 expresion de Maf-S y 2) alelo mutante de
S6k.

. {maf — S — GFP}, InR35 Cepa con 1) marcador GFP para la

y T™3 expresion de Maf-S y 2) alelo mutante de
InR.

Estas moscas, embriones, se sometieron a dos condiciones estresantes diferentes:
temperatura ambiental de 37°C por una hora o radiacion UV por una hora y se

observo la expresion de los marcadores de GFP.

6.2. Medicién de paramétros metabdlicos para las mutantes de la via de la
insulina
6.2.1. Medicion de la actividad y ritmo circadiano

Para el estudio de actividad se utilizé el equipo DAM2 Drosophila Activity Monitor
de TriKinetics de acuerdo a las instrucciones del fabricante (56) (figura 4) y los
resultados se analizaron con los programas ImageJ y DAMFilescan110. Se
colocaron moscas de los genotipos a estudiar en viales individuales con alimento,
los cuales se colocaron en la placa del monitor DAM2 Drosophila Activity Monitor,
el cual registra el movimiento de las moscas cada cinco minutos en términos del
namero de veces que el paso de la mosca interrumpe un rayo infrarrojo que
atraviesa un punto del vial. El monitor se conect6 a una computadora y se dej6é
correr el equipo por 7 dias. El primer dia se descart6 (periodo de aclimatacion) para

el andlisis. Se analizaron los siguientes 6 dias.
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Rayo Infrarrojo Alimento

)

Figura 4. Sistema DAM2.

6.2.2. Medicion de parametros metabolicos
6.2.2.1. Medicion de tasa metabdlica
Se prepard un respirbmetro para determinar la tasa metabdlica en relacion a la
cantidad de CO:2 producido de acuerdo a (57). Brevemente, se colocan cinco
moscas del mismo genotipo en un sistema cerrado donde se absorbe el CO:
producido por la respiraciéon y el cambio en presion resultante se mide por el
desplazamiento de un liquido en un capilar conectado a la cAmara con las moscas

(figura 5).

. Plastilina
o Tapa

% et Cémara
¥F < Escala
>
Pipeta S
de 1mL m Cal sodada
Tamm
Ad }Ad }M }M
} oa Distancia Inicial de la
— solucién
- Solucién de eosina

Micropipeta

Figura 5. Respirbmetro
Las moscas fueron anestesiadas con CO:2 y se colocaron 5 respirometros en
paralelo, 4 conteniendo moscas de la misma edad (7 dias) y sexo de diferentes
genotipos y un control atmosférico sin moscas. Se colocaron a 25°C por dos horas.
Se tom6 una fotografia al comienzo del experimento y una mas dos horas después.
Se analizaron las imagenes con ImageJ para calcular la distancia recorrida por el
liquido y se calculé la cantidad de CO:z producido (ul / hr / mosca) con la formula:

((mxR?)x(ad)-(Ac))x1000

nxh

donde R = radio del tubo de micropipeta en centimetros; Ad = distancia que el

liquido se ha movido hacia arriba, medida en centimetros; Ac = distancia que el
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liquido ha subido en la micropipeta de la muestra de control negativo (sin moscas);

n = nimero de moscas usado; y h = horas. Esto se dividié entre el peso en mg.

6.2.2.2 Determinacién de lipidos.

La determinacion de lipidos totales se realizd siguiendo el procedimiento de Van
Handel (58). Machos y hembras congeladas a -70°C de 1,10, 20 y 30 dias post-
eclosion se pesaron individualmente, se colocaron en un tubo de ensaye y se
calentaron a 90°C por una hora. Tras enfriar, se homogenizaron con un pistilo de
vidrio con 500 pl de cloroformo:metanol 1:1. Los sobrenadantes se calentaron a
100°C por 2 horas hasta evaporar el solvente. Se agregaron 0.2 ml de &cido
sulfarico concentrado (95-98%) y se calentaron a 100°C por 10 min. Se dejaron
enfriar y se les agregaron 2.4 ml del reactivo de vainillina (vainillina, acido sulfarico
95-98%, agua), se mezclaron y se incubaron por 10 min. Se realizé una curva
estandar con aceite de vegetal comercial en solucion de 1mg/ml en cloroformo,
usando 25, 50, 100, 200 y 300 pl y aforando con cloroformo y sometiéndolos al
mismo tratamiento que a los experimentales. Las diferentes muestras se colocaron
en una placa de 96 multipozos y se midi6 la absorbancia a 490 nm en un lector de
ELISA.

6.2.2.3 Determinacién de carbohidratos.

La determinacion de carbohidratos totales se realiz6 con la técnica de Van Handel
(59). Machos y hembras congeladas a -70°C de 1, 10, 20 y 30 dias post-eclosién se
pesaron individualmente, se homogenizaron con un pistilo de vidrio en 100 pl de
etanol al 25%. A los sobrenadantes se les agreg6 2.4 ml del reactivo de antrona, se
mezclaron y calentaron a 92°C por 17 min. Se realiz6 una curva estandar a partir de
una solucién de glucosa de 1 mg/2 ml de etanol al 25%, usando 10, 25, 50, 100 y
150 ul y sometiéndolos al mismo tratamiento que a los experimentales. Se colocaron
en una placa multipozos y se midié la absorbancia a 625 nm en un lector de ELISA.
Los valores de lipidos y carbohidratos fueron normalizados con relacion al peso,

dada las diferencias observadas en este parametro.
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6.2.2.4 Medicion de consumo de alimento

Se utilizé el sistema flyPAD (fly Proboscis and Activity Detector) (60) para monitorear
el comportamiento alimenticio de machos y hembras de 7 dias. El sistema utiliza
mediciones capacitivas para detectar la interaccion fisica de Drosophila con el
alimento (figura 6). Las moscas se dejaron sin alimento por 8 horas, Unicamente
con un papel filtro empapado en agua desionizada como fuente de hidratacion, y
después se transfirieron a la arena conductual por aspiracion bucal y se dejaron
alimentar con una solucion de sacarosa al 10% en agarosa al 1% por 30 minutos.
Las soluciones preparadas se dividieron en alicuotas de 0.5 ml y se congelaron a -
20 ° C hasta su uso. Para cada experimento, las alicuotas se fundieron de nuevo
inmediatamente antes del experimento. Alternativamente, las moscas se colocaron
en la arena sin periodo de hambruna previo y se coloco alimento con piloncillo al
10% y levadura al 10% en agarosa al 1%. Para la adquisicién de datos se utiliz6 el
software abierto Bonsai y el andlisis de datos se realiz6 con el programa

FlyPadDataAnalysis, provisto por el fabricante.

Conexién USB a PC

Proboscis
Comida Electrodo 1
\ ’:t,(',» X /

/

Electrodo 2
Capacitancia

Figura 6. FlyPAD.

6.2.2.5 Estadistica

Todos los analisis estadisticos fueron realizados en la plataforma IBM SPSS
Statistics 23. Los niveles de actividad motora fueron analizados mediante ANOVA 'y
pruebas post-hoc Tukey HSD. El peso corporal, la tasa metabdlica, los niveles de
lipidos y carbohidratos y la alimentacion fueron analizados mediante comparacion
de distribuciones de datos con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Se
reportan las medianas cuando la N es pequefia y/o la muestra presenta valores

extremos, y el promedio y error estandar en caso contrario.
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7.RESULTADOS

7.1. InR, PI3K92E y S6k
El interés en analizar el periodo y nivel de actividad de estas mutantes se deriva de
las observaciones del papel que juega el ritmo circadiano en el balance energético
de los organismos, donde defectos en genes del control circadiano afectan el
metabolismo del organismo (61, 62). De la misma manera, un defecto en el

aprovechamiento de energia podria interrumpir un patron endégeno de actividad.

7.1.1. Ritmo circadiano y actividad de mutantes de la via de la insulina.

Se colocaron hembras de cada fenotipo por ocho dias en el monitor de TriKinetics,
en oscuridad las 24 horas del dia. El primer dia (de aclimatacion) se descartd y se
consideraron solo los siguientes seis dias para el analisis. Se observé coémo la cepa
silvestre mostro un patrén mas constante de periodos de actividad y descanso cada
dia. Se muestran en la figura 7 dos actogramas representativos del patrén de
movimiento de las moscas, con dos periodos de actividad alta y uno de poca
actividad durante cada dia, y como las moscas exhiben un ciclo circadiano
enddgeno pese a estar en completa oscuridad todo el dia.

bl Lalli L JLWMM
b \I‘ILH 4 il gy “wﬂi““m m i u‘ﬂ b J l LU,HL_
52 s L] 33 Mﬂ.ﬂuﬁhumm Ll gl HLI.L
K] ]
g °%
s thacdptny a1 — 1 bl Wdhd h.l (i .] l\ﬂm_
T 1y s Ik b Ll il
WRIIRTN ol ST TN PRI NPTORRRI 1Y WA

Hora Hora

Figura 7. Actogramas representativos de los diferentes genotipos estudiados.
Las filas corresponden a un dia y cada division del eje de las equis representa una
hora. La altura de cada pico representa el nimero de registros (nUmero de veces

gue el rayo infrarrojo fue interrumpido por el paso de la mosca) en periodos de cinco
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minutos. Mutante hembra heteroalélica de InR a la derecha y hembra silvestre a la
izquierda.

La figura 8 muestra que los niveles de actividad que presentaron las cepas de InR
en machos y en hembras; se observo significativamente mayor actividad de

movimiento promedio por dia en los mutantes, indicando que son mas activas.
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Actividad (# m.r. por dia)
Actividad (# m.r. por dia)

B8
i

InRe/InR3> yw InRe/InR3> yw

Figura 8. Actividad de machos y hembras virgenes mutantes y controles de InR.
Promedio de movimientos registrados por dia. El asterisco denota diferencias
significativas (ANOVA y prueba post-hoc de Tukey HSD, p < 0.05). Barras de error:

error estandar. N=25 para cada cepa.

La comparacion de la actividad en mutantes de PISK92E (figura 9) mostré que el
nivel de actividad no se ve disminuido significativamente entre la mutante

heteroalélica y las moscas silvestres hembras y machos.
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PI3K92E~/PI3K92E5 yw PI3K92E*/PI3K92F>3 yw

Figura 9. Actividad de machos y hembras virgenes mutantes y controles de
PISK92E. Promedio de movimientos registrados por dia. Sin diferencias
significativas (ANOVA y prueba post-hoc de Tukey HSD, p > 0.05). Barras de error:

error estandar. N=25 para cada cepa.
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Los niveles de activdad en las moscas mutantes de S6k en cambio se vieron

disminuidos significativamente comparados con las moscas silvestres (figura 10),

tanto en machos

como hembras.
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Figura 10. Actividad de machos y hembras virgenes mutantes y controles de S6K.

Promedio de movimientos registrados por dia. El asterisco denota diferencias

significativas (ANOVA y prueba post-hoc de Tukey HSD, p < 0.05). Barras de error:

error estandar. N=30 para cada cepa.

El andlisis complementario de la cantidad de tiempo que pasan las moscas sin

interrumpir el rayo infrarrojo (convencionalmente cada periodo de cinco minutos sin

interrumpir el rayo infrarrojo se considera como un episodio de suefio), muestra en

concordancia como las moscas mutantes de InR (figura 11) presentan menos

descanso, mientras que las mutantes de PI3K92E y S6k tienen mayor tiempo de

descanso (figuras 12 y 13), aunque sélo es significativo para S6k.

o}

Tiempo de descanso
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Q

Figura 11. Tiempo de descanso de machos y hembras virgenes mutantes y

controles de InR. Promedio de numero de periodos de suefio por dia. El asterisco
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denota diferencias significativas (ANOVA y prueba post-hoc de Tukey HSD, p <

>

0.05). Barras de error: error estandar.
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Figura 12. Tiempo de descanso de machos y hembras virgenes mutantes y
controles de PI3SK92E. Promedio de numero de periodos de suefio por dia. Sin
diferencias significativas (ANOVA y prueba post-hoc de Tukey HSD, p > 0.05).

Barras de error: error estandar.
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Figura 13. Tiempo de descanso de machos y hembras virgenes mutantes y
controles de S6k. Promedio de numero de periodos de suefio por dia. El asterisco
denota diferencias significativas (ANOVA y prueba post-hoc de Tukey HSD, p <
0.05). Barras de error: error estandar.

21



El andlisis del nivel de actividad de cada cepa en cada uno de los 6 dias que

conforman en estudio muestra un decline a lo largo del tiempo, si bien éste suele

ser poco pronunciado, particularmente en el caso de los controles (figuras 14-16).

Actividad (# m.r. por dia)

|||||

g

A

3

Actividad (# m.r. por dia)

|

N Q WIRES/InRE

Mg Ew

Figura 14. Actividad promedio por cada dia consecutivo de machos y hembras

virgenes mutantes y controles de InR. Promedio de movimientos registrados por

dia. Barras: error estandar.
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Figura 15. Actividad por dia de machos y hembras virgenes mutantes y controles

de PI3K92E. Promedio de movimientos registrados por dia. Barras: error estandar.
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Figura 16. Actividad por dia de machos y hembras virgenes mutantes y controles

de S6k. Promedio de movimientos registrados por dia. Barras: error estandar.
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7.1.2. Medicion de la tasa metabdlica

La observacion de un nivel de actividad mayor en mutantes de InR y menor en las
mutantes de PI3K92E y S6k, con un efecto mas claro en hembras, llevo a analizar
la tasa metabolica de produccion de bidxido de carbono de las mismas cepas. Sin
embargo, no se observaron diferencias entre grupos al analizarse moscas de 7 dias
de InR (figura 17). El mismo resultado negativo se obtuvo para PI3K92E (figura 18)
y S6k (figura 19). Estos resultados se resumen en la tabla 3.

Tasa metabdlica Machos InR Tasa metabélica Hembras InR

3,00+ T 400 Q

[=] ~— [=]
w 7]
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T o b=
[=T4] [=1+]
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* *
— 2007
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3 3
O 1A (W]
2z L i
= =

P J 00

InR#'%/ InR3t5 YW InR#¥ InR3t5 yw

Figura 17. InR. Tasa metabdlica de machos de 7 dias de edad (N=6) y hembras
virgenes de 7 dias de edad (N=8). Unidades: pl de COz/hr * mg de peso. No hay
diferencia significativa (Prueba de Kruskal-Wallis, p > 0.05). Barras de error: error

estandar.
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PI3K92EA/PI3K92E>W3 yw PI3K92EM/PI3K92 E>V3 yw

Figura 18. PI3K92E Tasa metabdlica de machos de 7 dias de edad (N=9) y hembras
virgenes de 7 dias de edad (N=6). Unidades: pl de COz/hr * mg de peso. No hay
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diferencia significativa (Prueba de Kruskal-Wallis, p > 0.05). Barras de error: error
estandar.

S - o}

" @
8 B8
1 i

plde CO,/hr * mg de peso
B

wlde CO,/hr * mg de peso

S6k-1/S6kP1713 yw S6k-1/S6kP1713 yw

Figura 19. S6k. Tasa metabdlica de machos de 7 dias de edad (N=7) y hembras
virgenes de 7 dias de edad (N=7). Unidades: pl de CO2/hr * mg de peso. No hay
diferencia significativa (Prueba de Kruskal-Wallis, p > 0.05). Barras de error: error

estandar.

Tabla 3. Resumen de tasa metabdlica promedio (xSEM).

MACHOS HEMBRAS
INR35/e0 yw InR35/el yw
© 2.39+ .54 2.26+ .26 2.25+ 81 2.10+ .46
§ g N PI3K92E /543 yw PI3K92E /53 yw
§ g § 2.03+ .49 2.60+ .58 3.33+ .32 3.34+ .60
5 :) S [T gKHIPITIS yw SEK-UPLTI3 yw
ﬁ = 1.60 + .15 1.91+ .28 1.86+.32 2.63+.45

7.1.3. Medicién del peso corporal.
En la figura 20 se observa como tanto machos y hembras heteroalélicos de InR
exhiben un peso menor comparado con la cepa silvestre en la mayoria de las

edades medidas.
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Figura 20. Peso (mg) de machos (izquierda) y hembras (derecha) de 1, 10, 20 y 30
dias post-eclosion. N= 15. El * denota diferencias significativas con respecto al
control silvestre (Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05). Barras de error: error

estandar.

Machos heteroalélicos de PI3K92E de 10 y 20 dias post-eclosion y hembras de 1,10
y 30 dias post-eclosién exhiben un menor peso corporal comparado con la cepa
silvestre (figura 21).

1,007 d PI3KI2EY 450
W PI3K9 265
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Error bars: +- 1 SE

Enror bars: +- 1 SE

Figura 21. PISK92E. Peso (mg) de machos (izquierda) y hembras (derechas) de
1,10,20 y 39 dias post-eclosiéon. N= 18. El * denota diferencias significativas con
respecto al control silvestre (Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05). Barras de error:

error estandar.
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Para S6k también hay un menor peso corporal comparado con la cepa silvestre
(figura 22). Las diferencias entre la cepa mutante heteroalélica y la cepa silvestre

son significativas en todos los casos.

. 56’("1/56’(“713
ayw

1000 2 30,00

2000

DIAS POST-ECLOSION DIAS POST-ECLOSION

Figura 22. Peso (mg) de machos (izquierda) y hembras (derechas) de 1,10,20 y 30
dias post-eclosion. N= 12. EIl * denota diferencias significativas con respecto al
control silvestre (Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05). Barras de error: error

estandar.

7.1.4. Lipidos por miligramo de peso

En general, se observé que las las cepas mutantes mostraban una tendencia donde
los niveles mas altos de lipidos se daban a los 10 y 20 dias post-eclosién, con una
disminucion subsecuente al dia 30. Unicamente las mutantes de S6k presentaban
aun altos niveles de lipidos en el dia 30. También se observd que las diferencias
significativas entre silvestres y mutantes no siempre coinciden entre machos y
hembras de cada cepa. Para InR hubo diferencias significativas a los 10 y 20 dias
para hembras y a los veinte dias para machos (figura 23). En esta cepa se dio el
deline méas severo en niveles de lipidos en el dia 30 post-eclosion.
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Figura 23. Cantidad de lipidos (ug) por mg de peso en machos y hembras de 1, 10,
20 y 30 dias post-eclosion. N=7. El * negro denota diferencias significativas con
respecto al control silvestre (Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05). Para todos los
boxplots, la caja representa el rango intercuartil (IQ) que contiene el 50% medio de
los registros. La linea que la cruza es la mediana. Los bigotes (lineas en forma de
T) se extienden hasta los valores mas altos y mas bajos que no son mayores que
1,5 veces el rango 1Q. Los valores atipicos son casos con valores entre 1.5y 3 veces

el rango de IQ (circulos), o mas de 3 veces (asteriscos de color).

A través del tiempo, PISK92E presenta presenta un patron de niveles de lipidos
(figura 24) donde se da un pico a los 10 dias, y disminuye subsecuentemente a los
30 dias. Las diferencias en la cantidad de lipidos por mg de peso entre los grupos
silvestres controles y el grupo heteroalélico son sélo significativas en hembras al dia
post-eclosion 1, y en machos al dia 1 post-eclosion. Estas mutantes muestran el

patrén mas cercano al observado en la cepa silvestre.
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Figura 24. PI3K92E. Cantidad de lipidos (ug) por mg de peso en machos (izquierda)
y hembras (derecha) de 1, 10, 20 y 30 dias de edad. N=10. El * denota diferencias
significativas con respecto al control silvestre (Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05).

Para S6k se observaron las mayores diferencias significativas para machos a los 30

dias, donde las moscas mutantes mostraron mayores niveles de lipidos y para las

hembras mutantes el pico en los niveles de lipidos se observo al dia 10, y continu6

en los dias 20 y 30 post-eclosion (figura 25).
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Figura 25. S6k. Cantidad de lipidos (ug) por mg de peso en machos (izquierda) y

hembras (derecha) de 1, 10, 20 y 30 dias post-eclosién. N=6. El * denota diferencias

significativas con respecto al control silvestre (Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05).
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7.1.5. Carbohidratos por miligramo de peso

Los niveles de carbohidratos se mostraron mas constantes a través de las diferentes
de las moscas silvestres, y se observaron menos diferencias en las mutantes,
siendo las mutantes de InR donde se observo la mayor desregulacion: existe una
diferencia significativa en los niveles de carbohidratos totales en hembras de 10, 20
y 30 dias post-eclosion, con un pico a los 20 dias (figura 26). En machos se observa
diferencias al dia 30. EIl patron con que varian los niveles de carbohidratos de
PISK92E (figura 27) también muestra un patrén fijo entre los diferente grupos, con
un pico en el primer dia, una disminucién a los 10 y 20 dias y un ligero aumento a
los 30 dias. Las diferencias en el nivel de carbohidratos entre cepas heteroalélicas
y silvestres son significativas en hembras y machos en el primer dia y al 30, donde

se encuetran incrementados.
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Figura 26. InR. Cantidad de carbohidratos (ug) por mg de peso en machos y
hembras de 1, 10, 20 y 30 dias post-eclosiéon. N=8. El * denota diferencias

significativas con respecto al control silvestre (Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05).
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Figura 27. PI3BK92E. Cantidad de carbohidratos (pg) por mg de peso en machos y

hembras de 1, 10, 20 y 30 dias post-eclosion. N=8. El * denota diferencias

significativas con respecto al control silvestre (Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05).

Para machos y hembras mutantes de S6k no se observaron diferencias

significativas (figura 28), en contraste con los niveles de lipidos, que mostraron

grandes diferencias.
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Figura 28. S6k. Cantidad de carbohidratos (ug) por mg de peso en machos y

hembras de 1, 10, 20 y 30 dias post-eclosion. N=6. El * denota diferencias

significativas con respecto al control silvestre (Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05).
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La tabla 4 resumen los resultados observados, donde las lineas heteroalélicas
muestran en general un menor peso y mayor niumero de lipidos y carbohidratos en
comparacion con los controles, con la mayor desregulacion en los niveles de
carbohidratos observandose en la cepa mutante de InR, y de lipidos en la cepa
mutante de S6k.

Tabla 4. Resumen de pesos promedios (+SEM) y medianas de lipidos y
carbohidratos en hembras y machos. Los asteriscos sefalan diferencias
significativas con respecto al control.

MACHOS HEMBRAS

Dias InR3t5/el9 PI3K92E |Sek!-1/P1713 yw InR3t5/el9 PI3K92E |SEk!-1/P1713 yw

post- a/sw3 a/sw3

eclosiéon

1 .580+0.015* | .684+.016 | .613+.017* | .731+.016 | .774+.021* | .950+.025* | .700+.019* | 1.504+.057

E 10 .588+.021* | .656+.008* | .543+.016* | .817+.028 | .802+.017* | 1.029+.022* | .965+.052* | 1.400%.030
§ 20 .71+.032 .689+.013* | .578+.016* | .824+.016 | .994+.045* | 1.119+.038 | .880+.032* | 1.259+.031
o 30 .588+.022* | .715+.014 | .631+.054* | .763+.019 |.898+0.394*| 1.086+.024* | .893+.032* | 1.229+.029
P 1 18.56 66.65* 68.2 31.03 23.92 51.96* 34.8 30.22
g g.’ 10 164.18 51.78 57.53 67.46 73.44* 47.48 49.28 38.16
E \g 20 79.01 50.56 41.95 36.63 186.39* 15.26 74.96 40.86
82 30 42.51* 81.50* 38.43 59.73 82.7047* 71.79* 35.28 33.45
oo 1 34.05 70.35* 38.43 30.61 29.39 28.92* 30.61 25.55
> gi 10 65.89 78.21 4553 59.72 58.55* 38.85 59.72* 31.06
% ? 20 95.35* 62.78 53.08 43.42 61.82* 38.2 43.42* 32.44
e 30 10.36 23.47 74.89* 18.83 4.89 15.66 18.83* 18.80

7.1.6 Consumo de alimento

Con laintencion de corroborar si los resultados obtenidos en relacion con los niveles
de actividad de las diferentes cepas estaban relacionados con cambios en la
bdsqueda y consumo de alimento de las moscas, se determiné el comportamiento
alimenticio de las 3 cepas heteroalélicas cuando se sometian a 8 horas de
hambruna y se les colocaba luego en presencia de sacarosa al 10% (figuras 29-35
y tabla 5). Se obtuvieron y analizaron las rafagas de actividad (momentos durante
los cuales la mosca entraba en contacto con el alimento), y los momentos en que el
sorbo de alimento comenzaba (contacto de la proboscis con el alimento) y
terminaba, ademas de los intervalos entre sorbos y actividad. Se definieron ademas
las rafagas de alimentacién (tres o mas sorbos consecutivos separados por
intervalos entre rafagas menores que la mediana de los intervalos entre sorbos),

con la intencion de caracterizar la manera en que las moscas mutantes
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interactuaban con el alimento (60). Unicamente las hembras mutantes de InR
muestran un namero total de sorbos menor (figura 29), es decir menor consumo de
alimento, lo que sefiala una resistencia a la hambruna en ellas. La comparacion con
la cepa control, asi como entre cepas mutantes, permite observar como pueden
darse variaciones en diferentes aspectos de la conducta alimenticia, sin que éstas
se traduzcan en una variacion en el consumo total de alimento. Las cepas de
mutantes de InR muestran el comportamiento més divergente comparado con el
resto de las cepas, particularmente en el numero y duracion de rafagas de actividad
(figura 30) tanto de machos y hembras, lo que sefiala que ambos sexos interactian
menos con el alimento, pero s6lo los machos presentan una disminucion en la
duracion de las rafagas de alimentacién (figura 31), mientras que las hembras
presentan diferencias en la duracion de rafagas de actividad y los intervalos entre
éstas y los intervalos entre rafagas de alimentacion (figuras 33, 34 y 35), sefialando
gue sus interacciones con el alimento y su consumo son menos frecuentes. Las
cepas mutantes de S6k y PI3BK92E en algunos mostraron un comportamiento similar
al de la cepa mutante de InR (figura 35), pero en la mayoria de los casos no diferian
de la cepa silvestre (y por ende entre si), con la excepcion del numero de rafagas
de actividad donde los machos mutantes de S6k mostraron un incremento no

observado en el resto de las cepas (figura 30).
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Figura 29. Sorbos totales por mg de peso en machos y hembras de 7 dias de post-

eclosion. El * denota diferencias significativas (Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05).
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Figura 30.
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Numero de rafagas de actividad por mg de peso en machos y hembras
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Kruskal-Wallis,
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Figura 31. Duracién de rafagas de alimentacion por mg de peso en machos y

hembras de 7 dias de post-eclosion. El * denota diferencias significativas (Pruebas
de Kruskal-Wallis, p < 0.05).
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Figura 32. Numero de rafagas de alimentacion por mg de peso en machos y

hembras de 7 dias de post-eclosion. El * denota diferencias significativas (Pruebas
de Kruskal-Wallis, p < 0.05).
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Figura 33. Duracion de rafagas de actividad por mg de peso en machos y hembras

de 7 dias de post-eclosién. El * denota diferencias significativas (Pruebas de
Kruskal-Wallis, p < 0.05).
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. Duracién de intervalos entre rafagas de actividad por mg de peso en

machos y hembras de 7 dias de post-eclosion. El * denota diferencias significativas
(Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05).
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Figura 35. Duracién de intervalos entre rafagas de alimentacion por mg de peso en

machos y hembras de 7 dias de post-eclosion. El * denota diferencias significativas
(Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05).
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Tabla 5. Resumen de parametros de comportamiento alimenticio (medianas) en
hembras y machos. Los asteriscos sefalan diferencias con el control.

| Machos Hembras
INR35/€9 | PI3K92E | S6K" Yw INR3/19 | PI3K92E | S6k" Yw

a/5w3 1/P1713 a/5w3 1/P1713

Sorbos 241.53 376.97 | 827.71 | 547.55 | 90.67* 129.02 | 224.75 | 513.58
totales
Sorbos por 8.07 7.49 7.13 8.17 5.92 5.54 4.65 4.46
rafaga de
alimentacion
# Réafagas 22.25* 26.26 77.55% | 40.46 8.69* 17.42 19.70 | 22.68
de actividad
Duracién de 7.63 6.28 6.09 6.44 5.09* 492 4.69 3.68
rafagas de
actividad
# Rafagas 29.79 37.26 101.29 | 48.33 11.82 25.64 26.69 | 54.57
de
alimentacion
Duracion de 1.22* 1.97 1.36* 2.26 1.15 1.17 91 .90
rafagas de
alimentacion
Duracién de 53.16 5.78 4.63 5.05 121.62* 9.99 19.89 4,77
intervalos
entre
rafagas de
actividad
Duracién de 2.55 5.70 5.88 2.39 19.33* 1.83* 4.83* 1.09
intervalos
entre
rafagas de
alimentacion

Para InR y S6k, las cepas que mostraron cambios claros y opuestos en los niveles
de actividad también se midi6 la ingesta de alimento compuesto de piloncillo y
levadura en la misma concentracion que el alimento que suelen consumir en el
laboratorio, sin colocarlas previamente en hambruna. El estudio del comportamiento
alimenticio en mutantes de InR y S6k sin hambruna previa (figuras 51 y 52,
apéndice A para InR y figuras 83y 84, apéndice C para S6k), no mostré diferencias

significativas entre el control y las moscas heteroalélicas.
Por ultimo, el sometimiento de embriones 0 moscas adultas controles y mutantes

de la via de la insulina a condiciones estresantes de temperatura o radiacion UV no

tuvieron efecto en la expresiéon de Maf-S-GFP (figura 35).

35



Figura 35. Expresion de GFP en controles (izquierda) y mutantes de InR (derecha)

tras exposion a UV por 1 h.

Se muestra a continuacion un resumen de los resultados obtenidos (comparados
con la cepa silvestre):

PI3K92E

| INCOEENEN
significativas

Menor peso a los
1,10y 30 dias.

1 lipidos 1 dia.

1 carbohidratos a
1y 30 dias.

Sin diferencias en
cantidad de
alimento ingerido

Sin diferencias
significativas

Menor peso a los
10y 20 dias

a1 Lipidos 1 dia

Sin diferencias en
cantidad de
alimento ingerido

Mayor actividad

Menor peso en
todas edades

1 Lipidos 10y 20
LIES

1 Carbohidratos
10, 20y 30 dias

Mayor resistencia
a la hambruna

Mayor actividad

Menor peso a
1,10y 30 dias

1 Lipidos 20 dias

1 Carbohidratos
10y 30 dias

Sin diferencias en
cantidad de
alimento ingerido

=l Menor actividad

menor peso todas
las edades

1 Lipidos 10,20 y
30 dias

Carbohidratos sin
diferencias
significativas

Sin diferencias en

cantidad de
alimento ingerido

Menor actividad

menor peso a todas
las edades

Mayor cantidad de
lipidos a 30 dias

Carbohidratos sin
diferencias
significativas

Sin diferencias en
cantidad de
alimento ingerido
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8. DISCUSION

Sobre la Naturaleza de las Mutantes Estudiadas

Los resultados que se muestran y se discuten a continuacion tienen un par de
limitantes: a pesar de contar con fondos genéticos homogenizados, estas cepas no
son isogénicas, por lo que no se puede afirmar que todo el complemento gendmico
de estas cepas es idéntico. Sin embargo, dentro de lo posible y razonable, el fondo
genético se uniformiz6 para poder tener comparaciones entre las diferentes
mutantes. A pesar de eso, pueden existir diferencias debido a la posible distribucion
asimétrica debida a errores de muestreo, similar a la deriva génica, entre las cepas
estudiadas, de uno o més posibles modificadores del fenotipo dentro del genoma

de las cepas.

La otra limitante se debe a la naturaleza de las mutaciones empleadas. Por fuerza,
se tiene que trabajar con mutaciones hipomorficas, que retienen algo de actividad,
dado que mutaciones o0 condiciones nulas son letales, e imposibilitarian los
experimentos. Por eso, el nivel de hipomorfismo entre las cepas de los diferentes
genes estudiados es distinto, ademas de que los genes estudiados estan a
diferentes niveles de la via y, por tanto, afectan de manera distinta a la actividad de
la via en general, y esto se puede reflejar en el fenotipo resultante. Sin embargo,
representan una rica fuente de variacion y de estudio, evidenciando su complejidad,
y son una aproximacion a la “norma de reaccidn” de todas las alteraciones que
puedan encontrarse. Teniendo esto en cuenta, no se pueden generar conclusiones
definitivas y particulares para cada mutante, y se debe de tomar més en cuenta

efectos comunes en los fenotipos encontrados.

Niveles de movilidad

Se ha observado que las hembras de Drosophila son méas activas comparadas con
los machos, y que esto esta en parte correlacionado con la necesidad de buscar e
ingerir mas alimento para la produccion de huevos (63). Este estudio también

muestra mayores niveles de actividad generalizada en hembras. Se observo
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también claramente una desregulacién en el nivel de actividad de las cepas
heteroalélicas, que se da de forma contraria entre las moscas mutantes de InR, que
muestran mayor actividad, y machos y hembras mutantes de S6k, que muestran

menor actividad comparados con la cepa control.

En el caso de la medicion de actividad metabdlica, estudios previos han observado
gue en moscas de edades avanzadas la eficiencia aerdbica disminuye y producen
menos energia, pero el consumo de oxigeno permanece constante, por lo que la
medicion de liberacion de CO:2 podria estar sujeta a las mismas limitantes, o
diferencias sutiles podrian no evidenciarse con el grado de sensibilidad de nuestro
equipo, dado que las moscas contindan moviéndose dentro del respirémetro (63).
En efecto, la relacién podria ser débil, ya que se observa una tendencia a una menor

tasa metabdlica en mutantes de S6k, que muestran menor actividad.

Peso corporal y niveles de lipidos y carbohidratos

Los resultados del estudio de las mutantes de InR permiten observar un efecto mas
severo en peso y cantidad de carbohidratos comparado con las mutantes de
PI3K92E y S6k; esta tendencia es de esperarse considerando que InR se encuentra
antes en la via de la insulina, por lo que defectos en su funcionamiento pueden tener
consecuencias mayores en el funcionamiento de otros componentes a los que

influye en la via, ademas de PI3K92E y S6k.

Existe un patron general en el peso y la cantidad de lipidos y carbohidratos en las
moscas: muestran niveles mas altos en los puntos intermedios medidos (10 y 20
dias post-eclosion), y menores a los dias 1 y 30 post-eclosién. Para las cepas
analizadas el peso suele ser menor en las mutantes heteroalélicas. Los niveles de
carbohidratos y lipidos varian en el tiempo con el mismo patron entre mutantes
heteroalélicos y controles pero se encuentran alterados los niveles de los mismos,
siendo significativamente mayores en diferentes etapas de la vida del organismo.

cuales son los cambios qué edad tiempo y que pude significr en la fisiologia del
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animal. Se observa que las edades a las que se dan diferencias significativas entre
silvestres y mutantes no siempre coinciden entre machos y hembras. Esto indica
gue la manera en que las mutaciones en InR, PI3BK92E y S6k afectan el metabolismo
de ambos sexos difiere, teniendo efectos mas intensos a diferentes edades para
machos y hembras, lo que pone de relieve la necesidad de considerar la edad y
sexo del organismo cuando se estudia el estado diabético y se investigan
tratamientos para el mismo. Considerar la forma en que varian los niveles de
carbohidratos y lipidos también contribuye con una base a partir de la cual estudiar
como ambos factores pueden afectar las respuestas del organismo a diferentes
condiciones. PI3K92E mostré defectos particularmente en el primer dia post-

eclosion, y para carbohidratos a los 30 dias post-eclosion.

INR y S6k mostraron niveles significativamente elevados de carbohidratos y lipidos
a edades posteriores al primer dia post-eclosion. Si bien para los niveles de
carbohidratos totales se ha observado que las mutantes heteroalélicas de InR
presentaban los niveles mas elevados, en el caso de los niveles de lipidos éstos se
veian mas alterados en las mutantes de S6k. Este resultado pareceria estar en
contradiccion con lo que se ha observado en mamiferos, donde se observa que
TOR-C1 controla positivamente el almacenamiento de lipidos mediante S6K1 (TOR
inhibe la autofagia y la lipofagia, que se describié por primera vez en hepatocitos,
donde la inhibicion de la autofagia no alteré la sintesis de triglicéridos, pero
disminuyd las tasas de lipdlisis y de la B-oxidacién de &cidos grasos condujo a una
acumulacion de lipidos (67)). Si bien los ratones knock-out de S6K1 pueden mostrar
menor cantidad de lipidos comparado con un grupo silvestre, este fenotipo parece
ser dependiente de someter al animal a una dieta rica en grasas (68), es decir, las
mutantes de S6K1 son resistentes a desarrollar obesidad, y en condiciones de
alimentacion normal no difieren del silvestre, por lo que es posible que en estas
condiciones la actividad de 4E-BP y otros componentes de la via insulina rescatan
el fenotipo. Es importante notar que los mamiferos poseen dos cinasas S6K: S6K1

y S6K2 (69), y que los niveles de S6K2 se ven incrementados en los knock-outs de
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S6K1, lo que podria compensar para mantener el fenotipo silvestre. Ademas, Scott
et. al (70) argumentaron contra la vision prevaleciente del efecto negativo de S6K
en la autofagia, ya que su estudio de mutantes nulas de S6K mostré que, si bien
TOR tiene un efecto negativo en la autofagia y positivo en la actividad de S6K, S6K
mismo parecia ser un activador de autofagia moderada en condiciones normales, y
el efecto inhibitorio neto que TOR ejercia en la regulacion de la autofagia ocurria
principalmente mediante otros efectores. Nuestros resultados parecen concordar
con el modelo de Scott et. al.: si S6K mismo es un activador de autofagia (y
lipofagia), las mutaciones de S6k podrian llevar a una acumulacioén de lipidos como
la que observamos. También podrian estar contribuyendo al incremento lipidico en
las mutantes de S6k el menor nivel de actividad que muestran y el que su grado de

alimentacidon no cambia con respecto al control.

Los insectos poseen células de origen ectodérmico, normalmente arregladas en
agrupaciones en los segmentos abdominales, llamados oenocitos. Estas células
tienen un papel en el crecimiento del organismo, la metamorfosis y la respiracion,
entre otros, y principalmente se ha estudiado su papel en el metabolismo de los
lipidos. En Drosophila hay oenocitos especiales en la larva, que se desintegran y
sus reservas lipidicas son usadas durante la metamorfosis. Se ha observado que
los oenocitos de adultos, al igual que de las células del cuerpo graso del adulto o
larva, responden ante la sefializacion de PI3K aumentando las reservas de lipidos
cuando se tienen nutrientes. Sin embargo, los oenocitos de larva tienen una
respuesta opuesta, donde la sefializacion de PI3K disminuye la reserva de lipidos.
Es posible que los niveles altos de lipidos que observamos en moscas mutantes de
PISK92E recién eclosionadas, y que se pierde en los dias siguientes, correspondan
a los lipidos acumulados por la pérdida de sefalizacion de PI3K en los oenocitos
larvarios. La respuesta normal de los oenocitos a la inanicion es similar al esteatosis
fisiologica en mamiferos, con acumulacion de lipidos en los hepatocitos como
respuesta al ayuno, a diferencia de la mayoria de los otros tejidos, que tienden a
perderlos (65, 66).
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Ritmo de Alimentacién

Para regular la cantidad de alimento que consumen, en lugar de aumentar la
duracion de los sorbos ¢ acelerar la velocidad de alimentacion 6 el vigor de
alimentacion, al igual que los roedores, organizan las comidas en "rafagas" y
pueden reducir el intervalo entre las rafagas. Después de un periodo de hambruna,
la mosca primero esta activa en la comida por periodos mas largos y acorta los
intervalos entre las rafagas de alimentacion. También aumenta la duracion de las

rafagas de alimentacion si la hambruna ha sido intensa (57).

En el caso del comportamiento de alimentacion de las mutantes estudiadas, en
condiciones de hambruna las hembras mutantes de InR interactian menos con el
alimento, aunque cuando lo hacen permanecen un mayor tiempo. No hay
diferencias significativas en la duracién de rafagas de alimentacion, pero el nimero
de rafagas tiende a la baja. En general, parecen interactuar menos con el alimento,
en rafagas mas intensas, pero mas distanciadas y menos frecuentes, consumiendo
como resultado menos alimento que los controles y sin mostrar un patrén que se
asemeje al de una mosca hambrienta. No hay diferencias significativas en la
cantidad de alimento consumido en el resto de las moscas mutantes estudiadas en
condiciones de hambruna. Hembras PI3K92E toman mas sorbos por rafagas, pero
las rafagas son mas espaciadas y limitan el nGmero de veces que interacttan con
el alimento, incrementando el tiempo de estas interacciones. S6k muestra pocas
diferencias. Los machos mutantes en general interactian (entran en contacto) mas
con el alimento y tienen rafagas de alimentacion mas largas, sin que ello se traduzca
en una diferencia en la cantidad de alimento consumido. Esto indica que Unicamente
las mutantes de InR hembra son claramente resistentes a la hambruna (no se ven
afectadas por un periodo de escasez de alimento en el mismo grado que el resto de
las cepas). El estudio de la cantidad de alimento que comen las mutantes de InR 'y
S6k sin hambruna y con un alimento similar al que normalmente consumen no

mostré diferencias.
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Las moscas criadas en el laboratorio que pasan por hambruna suprimen el suefio y
aumentan la actividad, posiblemente en busca de alimento, al igual que los roedores
hambrientos. En experimentos de seleccion de cepas con resistencia a la hambruna
se ha observado una estrategia opuesta, donde las moscas disminuyen su nivel
actividad para conservar energia (71). Eso llevé a pensar que el nivel de actividad
incrementado en las mutantes de InR y la disminucién en mutantes de S6k podria
deberse a estas estrategias opuestas para lidiar con la percepcion de falta de
energia producto del desbalance energético producido en el estado diabético. Sin
embargo, las mutantes de InR mostraron resistencia a la hambruna, en
concordancia con estudios previos donde se afectaron las IPCs (células productoras
de insulina) provocando un estado diabético (72). La falta de diferencias entre la
cantidad de alimento ingerido sin hambruna previa, y la resistencia a la hambruna
observada so6lo en las hembras de InR parecen indicar que no hay una relacién
directa entre el estado nutricional de las moscas (0 su percepcion del mismo) y sus

niveles de actividad.

Estrés Oxidativo

La aproximacion inicial para observar cambios en la expresion del reportero de Maf-
S en mutantes de la via de la insulina no arrojé resultados conclusivos. Maf-S se
expresa de manera ubicua, aunque moderada, durante los estados embrionario y
adulto (73). La exposicion a luz UV o a altas temperaturas no parecido modificar su
nivel de expresion. Si bien toda la luz UV puede provocar dafio oxidativo, el rango
de luz UV que provoca la mayor generacion de ROS es el UV de onda larga (320-
400 nm) y la lampara utilizada emite UV de 302 nm (UV de onda media) (MacroVue
UVis20, Hoefer); ademas, los niveles de expresion de Maf-S parecen ser mas
sensibles a cambios tras exposicion a temperaturas bajas en comparacion con
temperaturas altas (73), por lo que no se puede descartar que la exposicion no haya
generado suficiente estrés oxidativo en las moscas. Una cuantificacion de los
niveles de estrés oxidativo provocados con los métodos utilizados puede corroborar

gue las condiciones necesarias para incitar una respuesta antioxidante clara se
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estan presentando, de lo contrario se pueden utilizar otros agentes oxidantes como
paraquat o H202. Confirmada la generacion de estrés oxidativo se puede proceder
a cuantificar los niveles de Maf-S con un método mas sensible para corroborar

cambios de expresion.

En humanos, la obesidad (acumulacion excesiva de grasa en el cuerpo) es uno de
los factores que predispone el desarrollo de la resistencia a la insulina. Una vez que
ésta se da, la inhabilidad del organismo de obtener glucosa de la sangre puede
llevar a quemar las reservas de lipidos y masculo para obtener energia. En general,
la observacion de que las cepas mutantes de InR muestran niveles altos de lipidos
en los dias intermedios, con una disminucion al dia 30 post-eclosién, y niveles altos
de carbohidratos en el dia 30 post-eclosion para machos, y del dia 10 post-eclosion
en adelante en las hembras, podria indicar que en esta cepa mutante el fenotipo se
asemeja al observado en humanos, observandose primero la acumulacién de
lipidos, seguida de aumento de carbohidratos y luego la pérdida de reservas
lipidicas. Este patrén, acompafiado de los altos niveles de actividad en estas
mutantes, que puede asemejarse a las disrupciones que los pacientes diabéticos
pueden presentar en los patrones de suefio, sefialan que la cepa mutante de InR
parece ser como el modelo mas adecuado para continuar el estudio comparativo
con la enfermedad humanos. Esto no limita el potencial de las cepas mutantes de
PIBK92E y S6k para ser usadas en estudios complementarios, particularmente dado
gue los altos niveles de lipidos, pero no de carbohidratos en la cepa mutante de S6k
podrian permitir el estudio del efecto de los niveles de lipidos en otros parametros
de interés para la descripcion del fenotipo diabético, como el estrés oxidativo,
desacoplado del efecto de los niveles de carbohidratos. A su vez, PI3K92E tiene el
potencial de ser un nodo de la via de la insulina a partir del cual ahondar en las
diferencias en la regulacion del metabolismo en el estadio larvario (dedicado al
crecimiento del organismo y obtenciéon de reservas) y adulto (enfocado en la

reproduccion) de Drosophila y otros insectos.
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9. CONCLUSIONES

Se caracterizaron diferentes parametros que se conocen son afectados durante la

diabetes en tres lineas heteroalélicas mutantes de la via de la insulina en Drosophila

melanogaster, encontrandose que:

Hay una tendencia al incremento de peso en moscas silvestres con la edad,
y una disminucion a los 30 dias post-eclosion; las mutantes estudiadas pesan
menos que sus contrapartes silvestres, aunque su peso varia con la misma
tendencia.

Los niveles de lipidos y carbohidratos en las mutantes no fueron constantes
en la vida del organismo, comunmente con picos a los 10 y 20 dias post-
eclosion, y mostraron dimorfismo sexual, con el fenotipo méas exarcebado en
hembras. En las mutantes de InR se observé el efecto mas severo,
particularmente en cantidad de carbohidratos. En mutantes de PI3K92E hubo
menos cambios; particularmente se observaron niveles altos de lipidos y
carbohidratos en los primeros dias post-eclosion. En mutantes de S6k no
hubo diferencias en los niveles de carbohidratos, pero los niveles de lipidos
fueron mas altos.

Las hembras mutantes de InR mostraron una mayor resistencia a la
hambruna.

Las mutantes de InR son mas activas, mientras que las mutantes de S6k son

menos activas que sus contrapartes silvestres.

De estos resultados se desprende que la progresion de un fenotipo diabético que

mas se asemeje al descrito en humanos fue mejor caracterizado en la cepa mutante

de InR, con la cepa mutante de PI3K92E mostrando el fenotipo mas moderado y la

cepa mutante de S6k mostrandose adecuada para el estudio de las consecuencias

de una hiperlipidemia en el organismo.
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Apéndice A

Descripcion de mutantes heterocigotas y heteroalélicas de InR

Tabla 6. Peso promedio *
heteroalélicas de InR. Los asteriscos sefialan las diferencias significativas.

SEM para machos mutantes heterocigotas y

PESO (mg)
Dias post-eclosion In R3t5/el9 |nR3t5/+ |nReI9/+ yw
1 .580+0.015* .713+.097 .648+.085* .731+.016
10 .588+.021* .783%.043 .818+.035 .817+.028
20 .71+.032 .743%.017 .707£.018* .824+.016
30 .588+.022* .671+.025 .752+.037 .763£.0190

Tabla 7. Peso promedio *
heteroalélicas de InR. Los asteriscos sefialan las diferencias significativas.

SEM para hembras mutantes heterocigotas y

| PESO (mg)
Dias post-eclosion InR3t5/el9 INR3t5/+ InRel9Y+ YW
1 774+.021* 1.093+.028 .946+0.029 1.504+.057
10 .802+.017* 1.182+.041 1.051+.046* 1.400+.030
20 .994+.045* 1.237+.018 1.024+.057* 1.259+.031
30 .898+0.394* 1.268+.030 1.216+.041 1.229+.029
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Figura 36. Peso promedio para machos y hembras mutantes heterocigotas y

heteroalélicas de InR. El asterisco sefala cepas con diferencias significativas con
respecto a la cepa control yw (Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05). Las barras error
representan el error estandar.
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Tabla 8. Medianas de niveles de carbohidratos para machos mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de InR. Los asteriscos sefialan las diferencias

significativas.

CARBOHIDRATOS (ug) POR MG DE PESO
Dias post- InR3t5/el9 INR3t5/+ InRel9+ YW
eclosion
1 18.56 28.21 17.63 31.03
10 164.18 124.75 121.96 67.46
20 79.01 155.85* 216.39* 36.63
30 42.51* 101.30 79.24 59.73

Tabla 9. Medianas de niveles de carbohidratos para hembras mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de InR. Los asteriscos sefialan las diferencias

significativas.

‘ CARBOHIDRATOS (pg) POR MG DE PESO
Dias post- InR3t5/el9 INR3t5/+ InRelo+ YW
eclosion
1 23.92 8.15 19.13 30.22
10 73.44* 53.6 28.45 38.16
20 186.39* 172.00* 122.12 40.86
30 82.7047* 70.47* 58.77 33.45

Tabla 10. Medianas de niveles de lipidos para machos mutantes heterocigotas y

heteroalélicas de InR. Los asteriscos sefalan las diferencias significativas.

LIPIDOS (ug) POR MG DE PESO
Dias post- InR3t5/el9 InR3t5/+ InRelo+ Yw
eclosion
1 34.05 18.27 28.36 30.61
10 65.89 54.32 91.49 59.72
20 95.35* 73.19 53.18 43.42
30 10.36 15.77 14.68 18.83

Tabla 11. Medianas de niveles de lipidos para hembras mutantes heterocigotas y

heteroalélicas de InR. Los asteriscos sefalan las diferencias significativas.

| LIPIDOS (ug) POR MG DE PESO
Dias post- InR3t5/el9 InR3t5/+ InRelo+ Yw
eclosion
1 29.39 23.90 25.23 25.55
10 58.55* 51.10 68.09* 31.06
20 61.82* 41.30 53.70* 32.44
30 4.89 22.13 7.11 18.80
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Figura 37. Niveles de carbohidratos para machos y hembras mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de InR. El * negro denota diferencias significativas
con respecto al control silvestre. Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05. Para todos
los boxplots, la caja representa el rango intercuartil (1Q) que contiene el 50% medio
de los registros. La linea que la cruza es la mediana. Los bigotes (lineas en forma
de T) se extienden hasta los valores mas altos y mas bajos que no son mayores
que 1,5 veces el rango 1Q. Los valores atipicos son casos con valores entre 1.5y 3
veces el rango de 1Q (circulos), o mas de 3 veces (asteriscos de color).
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Figura 38. Niveles de lipidos para machos y hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de InR. El asterisco sefiala cepas con diferencias significativas con
respecto a la cepa control yw.
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Tabla 12. Parametros de actividad para machos mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de InR (promedio + SEM). Los asteriscos sefialan las diferencias

significativas.

NIVELES DE ACTIVIDAD

InR35/el9

INR35H+

|nRe|9/+

Yw

Produccién
de CO2 (pl

COz2/hr*mg
de peso)

2.39+ .54

2.36%+ .51

1.3476% .26

2.26* .26

Periodos de
suefo
durante el
dia

705.8+84.64*

856.96+75.43

858.77+94.80

936.21+53.93

Tabla 13. Pardmetros de actividad para hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de InR (promedio + SEM). Los asteriscos sefialan las diferencias

significativas.

NIVELES DE ACTIVIDAD

InR3t5/el9 INnR3t5/+ InRel9/+ Yw

Produccion de 1.86+.32 1.54+.39 2.63+.45 1.86+.32

CO2 (pl
CO2/hr*mg de

peso)
Periodos de | 350.84+78.44* | 395.62+38.91* | 686.06+84.74* | 922.42+50.72
suefio durante

el dia
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Figura 39. Tasa metabodlica promedio para machos y hembras mutantes

heterocigotas y heteroalélicas de InR. El asterisco sefala cepas con diferencias
significativas con respecto a la cepa control yw (Pruebas de Kruskal-Wallis, p <
0.05). Las barras error representan el error estandar.
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Figura 40. Actividad promedio para machos y hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de InR. El asterisco sefiala cepas con diferencias significativas con
respecto a la cepa control yw (Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05). Las barras error
representan el error estandar.
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Figura 41. Descanso promedio para machos y hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de InR. El asterisco sefiala cepas con diferencias significativas con
respecto a la cepa control yw (Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05). Las barras error
representan el error estandar.

1750,00 .
! \ IR finke® 170,00
" InR¥S{TMEB
InReS/TM3 R [
150000 Now 1500,00° e = -
a2 .
a 8 125000 [I g
< T [ R l v
aw L o ®
=5 = = < T
> 8 ~ o @ 10000
5 h i
< = 100000 .. Il JI_ l B (]
w . v
3 - < = s000
= ™
@ o
E 3
750,00 E omd
500,00
500,00
T T T T T T
T T T T T T 1.00 200 300 400 500 600
1.00 200 300 400 500 600 R
. DIA
DIA

Figura 42. Actividad por dia para machos y hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de InR. Barras: error estandar.

Tabla 14. Pardmetros de alimentacion para machos mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de InR, medianas. Los asteriscos sefialan las diferencias
significativas.
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ALIMENTACION

InR3t5/el9 InR3t5/+ InRel9/+ YW
Sorbos totales 241.53 267.81 1544.46 467.06
Sorbos por rafaga de 8.07 7.54 7.06 8.17
alimentacion
# Rafagas de actividad 22.25 22.0 13.8* 40.46
Duracion de rafagas de 7.63 6.08 5.23* 6.44
actividad
# Rafagas de alimentacion 29.79 27.53 15.76 48.33
Duracién de rafagas de 1.22* 1.69* 1.66* 2.26
alimentacion
Duracion de intervalos entre 53.16 2.12 33.68 5.05
réfagas de actividad
Duracion de intervalos entre 2.55 1.58 5.33 2.39
ré&fagas de alimentacion

Tabla 15. Parametros de alimentacion para hembras mutantes
Los asteriscos sefialan

heteroalélicas de
significativas.

INR, medianas.

heterocigotas y
las diferencias

ALIMENTACION

InR3t5/el9 InR3t5/+ InRel9/+ YW
Sorbos totales 90.67* 90.38* 117.19* 382.08
Sorbos por rafaga de 5.92* 3.56* 3.45* 4.46
alimentacion
# Réafagas de actividad 8.69* 7.57* 8.98* 22.68
Duracion de rafagas de 5.09* 3.50 2.84 3.68
actividad
# Rafagas de alimentacion | 11.82 11.76 12.71 54 57
Duracién de rafagas de 1.15 74 75* .90
alimentacion
Duracion de intervalos 121.62* 6.33 36.53 4.77
entre réfagas de actividad
Duracién de intervalos 19.33* 94 1.48 1.09
entre rafagas de
alimentacion
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Figura 43. Numero de sorbos por mg de peso para machos y hembras mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de InR. El asterisco sefiala cepas con diferencias

significativas con respecto a la cepa control yw.

Sorbos por rafaga de alimentacion

por mg de peso

17,504

15,00

1250

10,00

7.50

5,00

¥

InR*/InR*"®  InR*“/TM6B

:
InR=9/TM3

yw

* B

Q

InR¥S/InReS  InRZS/TM6B

InR='%/TM3

yw

Figura 44. Sorbos por rafagas de alimentacion por mg de peso para machos y
hembras mutantes heterocigotas y heteroalélicas de InR. El asterisco sefiala cepas

con diferencias significativas con respecto a la cepa control yw.

Figura 45. Numero de rafagas de actividad por mg de peso para machos y hembras
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mutantes heterocigotas y heteroalélicas de InR. El asterisco sefiala cepas con
diferencias significativas con respecto a la cepa control yw.

59



i — gl - 3

1000
*
1250 8
.
8004
°

1000

6009

*

750

4004
500

2,007

InR¥S/InR=®  InRPS/TMEB  InR*/TM3  yw InR¥S/InREY  InRES/TMER. InR%%/TM3N3 yw

Duracién de réfagasde actividad
por mg de peso

Figura 46. Duracion de rafagas de actividad por mg de peso para machos y
hembras mutantes heterocigotas y heteroalélicas de InR. El asterisco sefiala cepas
con diferencias significativas con respecto a la cepa control yw.
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Figura 47. Numero de rafagas de alimentacién por mg de peso para machos y
hembras mutantes heterocigotas y heteroalélicas de InR.
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Figura 48. Duracion de rafagas de alimentacion por mg de peso para machos y
hembras mutantes heterocigotas y heteroalélicas de InR. El asterisco sefiala cepas
con diferencias significativas con respecto a la cepa control yw.
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de actividad por mg de peso
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Figura 49. Duracion de intervalos entre rafagas de actividad por mg de peso para
machos y hembras mutantes heterocigotas y heteroalélicas de InR. El asterisco
sefala cepas con diferencias significativas con respecto a la cepa control yw.
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Figura 51. Comportamiento de alimentacion para machos y hembras mutantes
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a la cepa control yw. N=8
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Figura 52. Comportamiento de alimentacion para machos y hembras mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de InR. Alimento: Levadura al 10%, piloncillo al 10%
en agar al 1%. El asterisco sefala cepas con diferencias significativas con respecto
a la cepa control yw. N=8
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Apéndice B

Descripcidn de mutantes heterocigotas y heteroalélicas dePI3SK92E

Tabla 16. Peso promedio *

SEM para machos mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de PIBK92E. Los asteriscos sefialan las diferencias significativas.

| PESO (mg)
Dias post- PI3K92E&5w3 PIBK92EA* PIBK92E5ws/* Yw
eclosion
1 .684+.016 .696+.021 .726+.021 .731+.016
10 .656%.008* .692+.023* .753%.017 .817+.028
20 .689+.013* 727%.022* .699+.027 .824+.016
30 .715+.014 .748+.013 771+.026 .763+.019

Tabla 17. Peso promedio +
heteroalélicas de PISK92E.

SEM para hembras mutantes heterocigotas y

| PESO (mg)
Dias post- PIBK92EA/SWS PIBK92EA* PI3K92E5w3/* Yw
eclosion
1 .950+.025* 1.215+.023* 1.220£.037* 1.504+.057
10 1.029+.022* 1.257+.042 1.202+.040 1.400+.030
20 1.119+.038 1.216+.052 1.246%.045 1.259+.031
30 1.086+.024* 1.126+.054* 1.104+.030 1.229+.029

1.00

mg

0=

1.00

AR A AR A AN AN

1000 2000
DIAS POST-ECLOSION

PI3K92E%/
Wl PisK92E5

[ Pi3K926%/ TM6EB
[ rizk92es+2 /M3
yw

1.00-

50

504

mg

40

00—

3000

2
7
Z
1
1
7
Z
1
1
7
Z
1
7
7

1000

NN AN AN AN NANNANAN]

00

DIAS POST-ECLOSION

Figura 53. Peso promedio para machos y hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de PI3K92E. El asterisco sefiala cepas con diferencias significativas
con respecto a la cepa control yw (Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05). Las barras
error representan el error estandar.
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Tabla 18. Medianas de niveles de carbohidratos para machos mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de PI3BK92E. Los asteriscos sefalan las diferencias

significativas.

\ CARBOHIDRATOS (ug) POR MG DE PESO
Dias post- PI3K92E#5w3 PISK92EA+ PI3K92E5w3/+ Yw
eclosion
1 66.65* 42.42 42.51 31.03
10 51.78 82.44 77.61 67.46
20 50.56 66.42* 54.50 36.63
30 81.50* 54.48 52.92 59.73

Tabla 19. Medianas de niveles de carbohidratos para hembras mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de PI3K92E. Los asteriscos sefialan las diferencias

significativas.

\ CARBOHIDRATOS (Hg) POR MG DE PESO
Dias post- PI3K92E#5w3 PI3K92EA* PI3K92E5ws/* Yw
eclosion
1 51.96* 20.82 29.32 30.22
10 47.48 19.46 21.73 38.16
20 15.26 32.36 16.27 40.86
30 71.79* 72.98* 50.39 33.45

Tabla 20. Medianas de niveles de lipidos para machos mutantes heterocigotas y

heteroalélicas de PIBK92E. Los asteriscos sefialan las diferencias significativas.

LIPIDOS (ug) POR MG DE PESO

Dias post- PISK92Ea5w3 PISK92EA+ PI3K92E>5ws/+ Yw
eclosion
1 70.35* 42.42 42.51 30.61
10 78.21 82.44 77.61 59.72
20 62.78 66.42 54.5 43.42
30 23.47 29.68 53.35 18.83

Tabla 21. Medianas de niveles de lipidos para hembras mutantes heterocigotas y

heteroalélicas de PISK92E. Los asteriscos sefalan las diferencias significativas.

LIPIDOS (ug) POR MG DE PESO

Dias post- PISK92E#5w3 PISK92EA+ PI3K92E>5ws/+ yw
eclosion
1 28.92* 20.82 29.32 25.55
10 38.85 19.46 21.73 31.06
20 38.2 32.36 16.27 32.44
30 15.66 23.28 18.50 18.80
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Figura 54. Niveles de carbohidratos para machos y hembras mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de PI3K92E. ElI * negro denota diferencias
significativas con respecto al control silvestre. Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05.
Para todos los boxplots, la caja representa el rango intercuartil (IQ) que contiene el
50% medio de los registros. La linea que la cruza es la mediana. Los bigotes (lineas
en forma de T) se extienden hasta los valores mas altos y mas bajos que no son
mayores que 1,5 veces el rango 1Q. Los valores atipicos son casos con valores entre
1.5y 3 veces el rango de 1Q (circulos), 0 mas de 3 veces (asteriscos de color).
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Figura 55. Niveles de lipidos para machos y hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de PI3K92E. El asterisco sefiala cepas con diferencias significativas
con respecto a la cepa control yw. Barras: error estandar.
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Tabla 22. Parametros de actividad para machos mutantes heterocigotas y

heteroalélicas de PI3K92E (promedio =+

diferencias significativas.

SEM). Los asteriscos sefialan las

| NIVELES DE ACTIVIDAD
PISK92E#5w3 PISK92EA* PI3K92E>5ws/+ yw

Produccién
e COa(u 2.03+ .49 2.85+ .66 2.36+ .32 2.60+ .58

2/hr*mg de

peso)
Perl'OdQS de | 1071.97449.11 | 1094.69+52.80 | 935.43+40.50 | 1028.04+43.88

suefio
durante el

dia

Tabla 23. Pardmetros de actividad para hembras mutantes heterocigotas y

heteroalélicas de PI3K92E (promedio *

diferencias significativas.

SEM). Los asteriscos sefialan las

| NIVELES DE ACTIVIDAD
PI3K92E&5w3 PISK92EA+ PI3K92E5w3/+ yw

Produccion
coe COaAu 3.33+ .32 3.95+ .55 2.66+ .27 3.34+ .60

2/hr*mg de

peso)
Perl'Od0~S de | 1280.03+49.39* | 1168.11+45.21 | 1095.19+42.45 | 1074.94+40.08

suefio
durante el

dia
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Figura 56. Tasa metabdlica promedio para machos y hembras mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de PISK92E. Barras de error: error estandar.
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Tabla 24. Parametros de alimentacion para machos mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de PI3K92E, medianas. Los asteriscos sefialan las diferencias

significativas.

ALIMENTACION

PISKO2E#5w3 | PI3K92EA* | PI3K92E5W3/+ Yw
Sorbos totales 376.97 269.66 638.52 467.06
Sorbos por rafaga de 7.49 6.71* 7.01 8.17
alimentacion
# Rafagas de actividad 26.26 30.41 35.72 40.47
Duracion de rafagas de 6.28 4.14* 552 6.44
actividad
# Rafagas de alimentacion 37.26 34.27 81.22 48.33
Duracion de rafagas de 1.97 2.30 1.76 2.26
alimentacion
Duracién de intervalos 5.78 17.20 7.20 5.05
entre rafagas de actividad
Duracion de intervalos 5.70 5.36 1.80 2.39
entre rafagas de
alimentacion

Tabla 25. Parametros de alimentacién para hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de PI3K92E, medianas. Los asteriscos sefalan las diferencias

significativas.

ALIMENTACION

PIBKQ2E®5W3 | PI3K92EA* | PI3K92E5Ws/* Yw
Sorbos totales 129.02 453.95 382.08 382.08
Sorbos por rafaga de 5.54* 4.35 4.62 4.46
alimentacion
# Rafagas de actividad 17.42 18.15 21.90 22.68
Duracion de rafagas de 4.92 3.75 3.02 3.68
actividad
# Rafagas de alimentacion 25.64 37.70 39.20 54 57
Duracion de rafagas de 1.17 1.02 .98 .90
alimentacion
Duracion de intervalos 9.99 7.99 2.67 4.77
entre réfagas de actividad
Duracion de intervalos 1.83* 50 1.42 1.09
entre rafagas de
alimentacion
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Figura 61. Sorbos por rafagas de alimentacién por mg de peso para machos y
hembras mutantes heterocigotas y heteroalélicas de PI3K92E. El asterisco sefiala
cepas con diferencias significativas con respecto a la cepa control yw.
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Figura 62. Numero de rafagas de actividad por mg de peso para machos y hembras
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Figura 63. Duracion de rafagas de actividad por mg de peso para machos y
hembras mutantes heterocigotas y heteroalélicas de PI3SK92E. El asterisco sefiala
cepas con diferencias significativas con respecto a la cepa control yw.
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machos y hembras mutantes heterocigotas y heteroalélicas de PISK92E.
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Apéndice C

Descripcion de mutantes heterocigotas y heteroalélicas de S6k

Tabla 26. Peso promedio *

PESO (mg)
Dias post-eclosion S6kp1713/-1 S6k heterocigoto yw
1 .613+.017* .834+.028* -731%.016
10 543+.016* 676+.019* .817+.028
20 578+.016* 702+.022* .824+.016
30 .631+.054* 773+.024 .763+.019

SEM

SEM para machos mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de S6k. Los asteriscos sefialan las diferencias significativas.

Tabla 27. Peso promedio * para hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de S6k. Los asteriscos sefialan las diferencias significativas.

| PESO (mg)
Dias post-eclosion S6kp1713/-1 S6k heterocigoto yw
1 .700+.019* 1.078+.020 1.504+.057
10 .965+.052* 064+.047* 1.400+.030
20 .880+.032* 1.150+.041* 1.259+.031
30 .893+.032* 1.093+.030* 1.229+.029
F g~ 3
* ' g
W S6K-1/S6kP1T1s N
L * * yW *
* Dlssk-ve11s/TM3 *p*
* * E 3 1,00 * E 3
g g | *
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Figura 68. Peso promedio para machos y hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de S6k. El asterisco sefiala cepas con diferencias significativas con
respecto a la cepa control yw. Barras: error estandar.
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Tabla 28. Medianas de niveles de carbohidratos para machos mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de S6k. Los asteriscos sefialan las diferencias

significativas.

CARBOHIDRATOS (pg) POR MG DE PESO

Dias post- S6kp1713/1-1 S6k heterocigoto Yw
eclosion
1 38.22 32.74 31.03
10 68.2 45.61 67.46
20 57.53 75.21% 36.63
30 41.95 50.87 59.73

Tabla 29. Medianas de niveles de carbohidratos para hembras mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de S6k. Los asteriscos sefialan las diferencias

significativas.

CARBOHIDRATOS (ug) POR MG DE PESO

Dias post- S6kp1713/1-1 S6k heterocigoto Yw
eclosion
1 34.8 38 30.22
10 49.28 65.55* 38.16
20 74.96 68.96 40.86
30 35.28 64.69 33.45

LIPIDOS (ug) POR MG DE PESO

Dias post- S6kp1713/1-1 S6k heterocigoto Yw
eclosion
1 38.43 34.25 30.61
10 45.53 59.84 59.72
20 53.08 45,39 43.42
30 74.89* 40.82 18.83

Tabla 30. Medianas de niveles de lipidos para machos mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de S6k. Los asteriscos sefialan las diferencias significativas.

Tabla 31. Medianas de niveles de lipidos para hembras mutantes heterocigotas y

heteroalélicas de S6k. Los asteriscos sefialan las diferencias significativas.

LIPIDOS (ug) POR MG DE PESO

Dias post- S6kp1713/-1 S6k heterocigoto Yw
eclosion
1 41.03 26.98 25.55
10 72.7* 26.1 31.06
20 72.56* 55.16 32.44
30 48.96* 46.18 18.80
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Figura 69. Niveles de carbohidratos para machos y hembras mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de S6k. El * negro denota diferencias significativas
con respecto al control silvestre. Pruebas de Kruskal-Wallis, p < 0.05. Para todos
los boxplots, la caja representa el rango intercuartil (IQ) que contiene el 50% medio
de los registros. La linea que la cruza es la mediana. Los bigotes (lineas en forma
de T) se extienden hasta los valores mas altos y mas bajos que no son mayores
que 1,5 veces el rango 1Q. Los valores atipicos son casos con valores entre 1.5y 3
veces el rango de 1Q (circulos), o mas de 3 veces (asteriscos de color).
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Figura 70. Niveles de lipidos para machos y hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de S6k. El asterisco sefiala cepas con diferencias significativas con
respecto a la cepa control yw.

Tabla 32. Parametros de actividad para machos mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de S6k (promedio + SEM). Los asteriscos sefialan las diferencias
significativas.

pg/mg de peso
ug/mg de peso
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NIVELES DE ACTIVIDAD

SEKPL713/-1

S6k heterocigoto

Yw

Produccion de CO, (ul
COy/hr*mg de peso)

1.60 +£.15

1.91+ .28

1.44 +£.20

Periodos de suefio durante

el dia

1440.8+28.54*

1044.30+47.12

1179.48+30.8

Tabla 33. Parametros de actividad para hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de S6k (promedio + SEM). Los asteriscos sefialan las diferencias

significativas.

NIVELES DE ACTIVIDAD

SEKPL713/-1

S6k heterocigoto

Yw

Produccién de CO,(ul
COy/hr*mg de peso)

1.86+.32

2.6265+.45

1.54+.39

Periodos de suefio durante

el dia

1267.25+41.35*

971.77+45.82

1031.40+36.04
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Figura 71. Tasa metabdlica promedio para machos y hembras mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de S6k. Barras de error: error estandar.
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Figura 72. Actividad promedio para machos y hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de S6k. El asterisco sefala cepas con diferencias significativas con
respecto a la cepa control yw (Pruebas de Kruskal-Wallis, p <0.05). Las barras error
representan el error estandar.
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Figura 73. Descanso promedio para machos y hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de S6k. El asterisco sefiala cepas con diferencias significativas con
respecto a la cepa control yw (Pruebas de Kruskal-Wallis, p <0.05). Las barras error
representan el error estandar.
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Figura 74. Actividad por dia para machos y hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de S6k. Barras: error estandar.
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Tabla 34. Pardmetros de alimentacion para machos mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de S6k, medianas.

significativas.

Los asteriscos sefalan

las diferencias

ALIMENTACION

SEkPL713/1-1 S6k heterocigoto Yw
Sorbos totales 827.71 634.88 467.06
Sorbos por rafaga de 7.13 5.38* 8.17
alimentacion
# Rafagas de actividad 77.55* 71.06 40.46
Duracion de rafagas de 6.09 5.27 6.44
actividad
# Rafagas de alimentacion 101.29 51.25 48.33
Duracion de rafagas de 1.36* 1.37* 2.26
alimentacion
Duracién de intervalos entre 4.63 7.60 5.05
réfagas de actividad
Duracién de intervalos entre 5.00 5.30 2.39
rafagas de alimentacion

Tabla 35. Parametros de alimentacion para hembras mutantes heterocigotas y
heteroalélicas de S6k, medianas).

significativas.

Los asteriscos sefalan

las diferencias

ALIMENTACION

H SEkPL713/1-1 S6k heterocigoto Yw
Sorbos totales 224.75 185.76 382.08
Sorbos por rafaga de 4.65 4.03 5.46
alimentacion

# Réafagas de actividad 19.70 15.09 22.68
Duracion de rafagas de 4.69 4.01 3.68
actividad

# Réfagas de alimentacion 26.69 23.13 54 57
Duracién de rafagas de 91 84 .90
alimentacion

Duracién de intervalos entre 19.89 3.45 4.77
rafagas de actividad

Duracién de intervalos entre 4.82% 1.23 1.09
rafagas de alimentacion
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Figura 75. Numero de sorbos por mg de peso para machos y hembras mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de S6k.
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Figura 76. Sorbos por rafagas de alimentacion por mg de peso para machos y
hembras mutantes heterocigotas y heteroalélicas de S6k. El asterisco sefiala cepas
con diferencias significativas con respecto a la cepa control yw.
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Figura 77. Numero de rafagas de actividad por mg de peso para machos y hembras
mutantes heterocigotas y heteroalélicas de S6k. El asterisco sefala cepas con
diferencias significativas con respecto a la cepa control yw.
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Figura 78. Duracion de rafagas de actividad por mg de peso para machos y
hembras mutantes heterocigotas y hetero§lélicas de S6k.
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Figura 79. Numero de rafagas de alimentacién por mg de peso para machos y
hembras mutantes heterocigotas y heteroalélicas de S6k.
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Figura 80. Duracion de rafagas de alimentaicion por mg de peso para machos y
hembras mutantes heterocigotas y heteroalélicas de S6k. El asterisco sefiala cepas
con diferencias significativas con respecto a la cepa control yw.
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Figura 81. Duracion de intervalos entre rafagas de actividad por mg de peso para
machos y hembras mutantes heterocigotas y heteroalélicas de S6k.
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Figura 82. Duracién de intervalos entre rafagas de alimentacién por mg de peso
para machos y hembras mutantes heterocigotas y heteroalélicas de S6k. El
asterisco sefiala cepas con diferencias significativas con respecto a la cepa control
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Figura 83. Comportamiento de alimentacion para machos y hembras mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de S6k. Alimento: Levadura al 10%, piloncillo al 10%
en agar al 1%. El asterisco sefiala cepas con diferencias significativas con respecto
a la cepa control yw. N=7
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Figura 84. Comportamiento de alimentacion para machos y hembras mutantes
heterocigotas y heteroalélicas de S6k. Alimento: Levadura al 10%, piloncillo al 10%
en agar al 1%. El asterisco sefiala cepas con diferencias significativas con respecto
a la cepa control yw.
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