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RESUMEN

La sefializaciéon de la insulina es una via evolutivamente conservada que regula el control
metabdlico. En Drosophila melanogaster, las mutaciones homocigéticas nulas en la sefializacién
de la insulina son letales, mientras que reducciones menos severas conducen a desregulaciones
metabdlicas como hiperglicemia y dislipidemia, alteraciones del comportamiento como
fluctuaciones en la actividad locomotora, y cambios en la respuesta al estrés oxidativo, que
pueden contribuir al deterioro de la salud del organismo. La via de sefializaciéon Nrf2 funciona para
contrarrestar el estrés oxidativo, y se han descrito funciones emergentes en el metabolismo y la
ritmicidad circadiana en vertebrados, por lo que buscamos entender si su manipulacidon podia
aumentar la resistencia a los agentes prooxidantes y/o mejorar la desregulacion metabdlica y
conductual en moscas de la fruta adultas con problemas en la sefializacion de la insulina.

Usando moscas macho y hembra de 7 dias post-eclosién con 1) mutaciones heteroalélicas para
InR (el homélogo en la mosca del receptor de insulina) o dS6K (proteina ribosomal S6 cinasa beta-
1, bajo el control de TORC1) y 2) una mutacidn heterocigética para Keap1 (un regulador negativo
de CncC, Nrf2 en Drosophila), asi como controles silvestres con el mismo fondo genético,
encontramos que las moscas control y las afectadas en la sefializacién de insulina mostraban a
menudo una resistencia similar a dosis elevadas de ambos prooxidantes, mientras que el mayor
efecto en la mejora de la supervivencia se observé en los machos dS6k con la mutacién
heterocigota Keapl expuestos a paraquat 10 mM.

Nuestros resultados apuntan a que la manipulacién de la via CncC es un método util para
proporcionar una mayor resistencia a agentes prooxidantes exégenos en moscas de la fruta.
Ademas, la heterocigosis para Keapl también puede rescatar los niveles basales de actividad
locomotora, asi como disminuir los niveles de lipidos y carbohidratos en algunos genotipos
mutantes, en particular en moscas mutantes para InR, destacando el potencial de la manipulacién
de la via CncC para la mitigacidon del desequilibrio metabdlico en animales con desregulacién en

la sefializacion de la insulina.



ABSTRACT

Insulin signaling is an evolutionary conversed pathway that regulates metabolic control. In
Drosophila melanogaster, homozygous null mutations for insulin signaling are lethal, while milder
reductions lead to metabolic dysregulations like hyperglicemia and dyslipidemia, behavioral
alterations like fluctuations in locomotor activity and changes in the response to oxidative stress,
all of which can contribute to the organism’s health deterioration. The Nrf2 signaling pathway
functions to counteract oxidative stress. Emerging roles in metabolism and circadian rhythmicity
have been described in vertebrates. We sought to understand whether altering Nrf2 signaling
could enhance resistance to pro-oxidant agents and/or ameliorate metabolic and behavioral

dysregulation in adult insulin-compromised fruit flies.

Using one-week-old male and female flies with 1) heteroallelic mutations for InR (the fly
homologue of the insulin receptor) or dS6K (the fly homologue of ribosomal protein S6 kinase
beta-1, under the control of TORC1) and 2) a heterozygous mutation for Keapl (a negative
regulator of CncC, Nrf2 in Drosophila), as well as wild-type controls, all with the same genetic
background, we found that wild-type and insulin signaling-affected flies often showed similar
resistance to high doses of both pro-oxidants, whereas the biggest effect in enhanced survival
was seen in dS6k males with the heterozygous Keapl mutation when exposed to paraquat 10

mM.

Our results point to the manipulation of the CncC pathway as a useful method to provide
enhanced resistance to exogenous pro-oxidant agents in fruit flies. Furthermore, heterozygosity
for Keapl can also rescue locomotor activity levels, as well as decrease lipid and carbohydrate
levels in some mutant flies, particularly InR mutants, highlighting the potential of manipulating
the Nrf2 pathway for the mitigation of metabolic imbalance in insulin-signaling compromised

animals.



1. INTRODUCCION

Hasta hace aproximadamente dos mil quinientos millones de afios, la atmdsfera terrestre era
reductora, con el oxigeno libre representando menos del 1% de la atmdsfera. Esto cambié debido
en parte al aumento de organismos fotosintéticos que empleaban diéxido de carbono para
obtener energia generando oxigeno como un producto de las reacciones del metabolismo. La
concentracion de oxigeno libre en la atmdsfera eventualmente crecié. Algunos organismos
perecieron debido a la nueva composicion atmosférica, afectados por la caracteristica capacidad
del oxigeno de aceptar electrones y generar con cierta facilidad especies muy reactivas, conocidas
como especies reactivas de oxigeno (EROs). Otros tantos sobrevivieron en ambientes donde el
oxigeno era poco, como algunos sedimentos marinos. Finalmente, surgieron organismos
aerdbicos no sélo capaces de sobrevivir en contacto con la atmdsfera actual que contiene 21% de
oxigeno, al haber evolucionado no sélo para sobrevivir en esta nueva atmdésfera, sino para
emplear (en muchos casos de manera necesaria para su supervivencia) al oxigeno como sustrato

para generar energia, ademas de presentar mecanismos protectores contra el exceso de EROs

(1).

Hoy, si bien para la gran mayoria de los organismos aerdbicos la generaciéon de EROs a niveles
moderados es indispensable (2), un desequilibrio en la generacién de EROs que lleve a que la
maquinaria antioxidante (sistema que transforma a los EROs en moléculas no dafiinas) sea
superada puede generar dafio celular mediante la oxidacion de biomoléculas y la interferencia
con vias celulares de sefnalizacion, y al deterioro del individuo. Este fendmeno se conoce como
estrés oxidativo, y puede contribuir al desarrollo o progresién de enfermedades como
hepatoxicidad por alcoholismo; enfisemas por la exposicidn crénica al humo del cigarro, y diversas
enfermedades neurodegenerativas, como diabetes, Alzheimer, Parkinson y Huntington. Entre las
fuentes enddégenas de EROs se halla la respiracién aerébica, la beta-oxidacién de los acidos grasos,
y la estimulacién de la fagocitosis, mientras que la exposicion a agentes ambientales, endotoxinas
producidas por microorganismos, radiacion, consumo excesivo de nutrientes, alcohol, etcétera,

representan fuentes externas.



En 1936, Hans Selye propuso el concepto de "estrés" al estudiar las respuestas adaptativas
suprarrenales, y el concepto de estrés oxidativo se formula de manera formal en 1985 como “una
alteracion en el equilibrio prooxidante-antioxidante a favor de la primera” (3). A partir de esta
definicidn inicial han existido recomendaciones para actualizar y redefinir los limites del término,
como “disrupcién de la sefializacion y control redox” (4), conforme el conocimiento al respecto

ha ido amplidndose.

Los radicales libres son moléculas con uno o mas electrones no apareados. Son inestables y
extremadamente reactivos, con la capacidad para oxidar y modificar moléculas cercanas. Estas
moléculas oxidadas se pueden convertir en radicales libres ellos mismos (5). Ademas de radicales
libres existen derivativos no radicales pero también reactivos y oxidantes como el peréxido de
hidrégeno. Colectivamente los radicales y no radicales son llamadas especies reactivas. Las
especies reactivas mas comunes y mas estudiadas son las especies reactivas de oxigeno. Los EROs
derivan del oxigeno molecular, O, por reduccién quimica parcial. Algunos de los productos de
reduccion de oxigeno son de naturaleza de radicales libres, teniendo un electrén libre (por
ejemplo, el radical anién superdxido y el radical hidroxilo), mientras que otros como el peréxido

de hidrégeno, H,0,, son moléculas relativamente estables (6).

El mantenimiento de este estado reductor de las células se logra en parte gracias al sistema de
defensa antioxidante, pues existe un patrén éptimo de prooxidantes y antioxidantes para una
condicidn fisioldgica dada. La defensa antioxidante es proporcionada principalmente por enzimas,
y luego por compuestos de bajo peso molecular (3). Las sustancias antioxidantes son moléculas
gue pueden eliminar los radicales libres aceptando o donando un electrén para eliminar la
condicién no apareada. Por lo general, la molécula antioxidante se convierte en un radical libre
en el proceso de transformar una ERO a una molécula menos reactiva. En la mayoria de los casos,
la molécula antioxidante proporciona un radical hidrégeno que se combina con el radical libre. En
consecuencia, se genera un nuevo radical que tiene una vida media mas larga en comparacién
con el inicial, lo que le permite reaccionar con un segundo radical mediante la formacién de una

nueva molécula y, por tanto, una molécula antioxidante puede eliminar dos radicales. La



proteccion al dafio oxidante en las células se puede clasificar en: prevencién (minimizacion de la
exposicion al estrés, por ejemplo sintesis de melanina para prevenir estrés fotooxidativo),
intercepcidén (una vez que se forman las especies reactivas, los sistemas enzimaticos y no
enzimaticos mantienen un nivel fisioldgico, y también se puede dar control transcripcional,
traslacional y postraduccional) y reparacién (cuando la prevencién y la intercepcidon no son

suficientes, especialmente durante periodos largos de estrés) (3).

Las principales enzimas antioxidantes enddgenas son la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa
(CAT) y la glutation peroxidasa (GSH-Px). La SOD convierte el anién superdxido en H20,, que es un
sustrato para CAT y GSH-Px. La catalasa metaboliza el H,0; en agua y oxigeno y GSH-Px reduce
tanto el H,0, como los hidroperdxidos organicos cuando reacciona con GSH. El glutatidn reducido
estd presente en altas concentraciones en todas las células de los mamiferos, especialmente en
las células renales, hepatocitos y eritrocitos. Este tripéptido protege a los grupos tiol de las
proteinas de la oxidacidn no enzimdtica o como cosustrato de GSH-Px (7). Otras enzimas, como el

glutamato: cisteina ligasa, que es necesaria para la sintesis de glutatién, sirven indirectamente.

La intercepcién no enzimatica se produce por antioxidantes de baja masa molecular (usualmente
<900 Daltons), como las vitaminas E y C. Reaccionan con EROs para eliminarlos o para interrumpir
sus reacciones oxidantes. El interior lipidico hidrofdbico de las membranas requiere un espectro
diferente de antioxidantes, donde la vitamina E soluble en grasa es el antioxidante mas
importante y protege contra la pérdida de la integridad de la membrana. Los antioxidantes
solubles en grasa son importantes para evitar que los acidos grasos poliinsaturados de membrana
(PUFA) sufran peroxidacion lipidica. El glutation elimina los radicales ya generados. Ademas, los
antioxidantes solubles en agua, incluida la vitamina C, juegan un papel clave en la eliminacién de
EROs en la fase hidrofilica. Otras pequeiias moléculas antioxidantes también estan presentes de

forma natural en el plasma, como el 4cido urico y la bilirrubina (7).

Un aspecto importante a considerar es el uso de compuestos con potencial antioxidante en la
dieta, cuyo uso es comun en la poblacién general y los estudios al respecto abundan. Pero hay

gue considerar que a menudo se han utilizado tratamientos antioxidantes no especificos para
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tratar una variedad de enfermedades, y se asume que cualquier antioxidante, en cualquier
concentracion, -o a menudo mientras mayor sea, mejor-, sera beneficioso para la salud, lo que no
necesariamente es cierto. Un ejemplo es Nrf2 (Factor relacionado a NF-E2), factor de
transcripciéon regulador de la respuesta antioxidante, cuya activacion podria ser una estrategia
para la quimioprevencion, es decir para prevenir o tratar el riesgo de enfermedades como el
cancer. Sin embargo, las células cancerosas también pueden beneficiarse del aumento de la
actividad enzimatica controlada por Nrf2, por ejemplo, mediante la desintoxicacion de
medicamentos contra el cancer. Por ende, el contexto, la frecuencia, el tipo de sujetos tratados
(con riesgo general o alto), las dosis (cantidades nutricionales o superiores), y el tipo de ingesta
(Unica o en combinacién equilibrada), son factores criticos que pueden generar resultados

diversos (3).
1.1. La via del Nrf2

Como se menciond, uno de los mecanismos que nos permite responder al estrés oxidativo es
precisamente el regulado por Nrf2 (figura 1), un factor que influye positivamente en la sintesis de
diferentes moléculas antioxidantes como las tiorredoxinas y enzimas sintetizadoras/reguladoras
de glutation que mantienen el equilibrio redox y desintoxican xenobidticos, chaperonas

moleculares que facilitan el plegamiento éptimo de proteinas, y subunidades del proteasoma (8).

Nrf2 es un factor de transcripcién de la subfamilia cap’n’collar que contiene un dominio de zipper
de leucina y 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 ubiquitin-ligasa Cul3 interactie con Nrf2 para permitir su ubicuitinacién y subsecuente
degradacidn en el proteosoma. Cuando la célula se expone a un estrés oxidante o a xenobidticos
electrofilicos se dispara la liberacion de Nrf2 mediante la fosforilacién de una subunidad del
complejo de Keapl por las sustancias oxidantes (se lleva a cabo una reaccién redox con sus
residuos de cisteina). Nrf2 libre de Keap1 se transloca entonces al nucleo donde junto con Maf
(Musculo-Aponeurotic Fibrosarcoma), se une a regiones ARE (antioxidant response element) del

DNA, regulando positivamente la activacién de elementos antioxidantes (9,10) (figura 1).
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Figura 1. Via de Nrf2.

Las proteinas MAF poseen un dominio basico que se une al ADN, y un dominio de cremallera o
zipper de leucina que media la dimerizacidn con factores de transcripcion bZIP. En mamiferos los
miembros de la familia MAF se pueden dividir en MAF pequefias y grandes (participes en la
regulacidn génica, diferenciacién celular y oncogénesis), mientras que Drosophila posee una sola
Maf, Maf-S. Las MAF pequenas son proteinas altamente homdlogas y de localizacion nucleica;
forman heterodimeros con miembros de la familia de factores de transcripcién de Cap ‘n’ collar

(CNC) que no pueden unirse al ADN por su cuenta) (11).

Ademas de la regulacion de la actividad de Nrf2 por Keapl, Nrf2 también es reprimida por la
proteina que contiene un dominio de repeticion de la transducina B (B-TrCP). Dicha regulacién
aumenta si Nrf2 es previamente fosforilado por la glucégeno sintasa cinasa-3 (GSK-3), a su vez
regulada negativamente por la activacion de la proteina cinasa B (PKB) (también conocida como
Akt), afectada por mTORC2. También se ha observado que la sirtuina Sirtl puede desacetilar Nrf2

y aumentar la actividad antioxidante (12-14).

En mamiferos, ademas de Nrf2, Nrfl y Nrf3 también pueden regular el ARE, pero no son



funcionalmente redundantes. Los ratones mutantes homocigotos de Nrfl mueren durante el
desarrollo embrionario, los mutantes homocigotos de Nrf2 son susceptibles a estrés ambiental y
sufren neurodegeracion en edad avanzada, mientras que los mutantes homocigotos de Nrf3 no

tienen defectos obvios (15).

La familia Cap'n’collar (Cnc) esta conservada en animales, representada en C. elegans por SKN-1
(Skinhead 1), y Cnc en Drosophila. C. elegans no posee homodlogos de Keapl ni Maf-S, y SKN-1 se
une a los sitios que regula como mondmero. Esta presente en las células epiteliales del intestino
y también en un conjunto de células del cerebro necesarias para traducir informacion sobre la
disponibilidad de alimentos en sefiales endocrinas que influyen en el desarrollo y la reproduccién

del nematodo (15).

En Drosophila el locus de Cnc produce varios transcritos por splicing alternativo, principalmente
CncA, CncB, CncC, que median, ademas de la respuesta antixiodante, aspectos del crecimiento
celular, el mantenimiento de células troncales, el desarrollo embrionario y la metamorfosis
(16,17). El patréon de expresion embrionaria de CncB le da al embridn la apariencia de tener “una
gorra y un collar” y da el origen al nombre de la familia de proteinas (18). CncC se halla presente
desde la embriogénesis tardia hasta la vida adulta y es el homélogo de Nrf2. Al igual que SKN-1y
Nrf2, CncC puede ser activado por varios oxidantes, como el paraquat y el perdxido de hidrégeno

(19-22).

Se ha estudiado poco la via de Nrf2 en la mosca de la fruta, aunque se sabe que las mutaciones
heterocigotas en el gen Keapl en Drosophila dan como resultado la activacién de CncC a nivel
transcripcional, con efectos positivos en la supervivencia de las moscas tras la exposicidn a
agentes pro-oxidantes (17), de la misma manera que el aumento de la actividad de Nrf2 en otros
organismos (mediante farmacos, por ejemplo) lleva a una respuesta mejorada. A su vez, tanto en
ratones como en la mosca de la fruta, se ha observado que la supresion de la actividad de Nrf2
lleva a un estado de susceptibilidad aumentada al estrés oxidativo. En la mosca de la fruta una

activacioén constante de Nrf2 también puede llevar al acortamiento de la vida del insecto (15, 21,



23). Como ya se menciond, en diversos tipos de cancer, la actividad de Nrf2 es importante para
prevenir el dafio que puede contribuir a su desarrollo, pero una sobre activacion de Nrf2 también
puede llevar a que las células cancerosas sean muy resistentes a tratamientos médicos, o los
mecanismos de muerte celular propios. Esta area es un drea de investigacion prometedora, donde

la manipulacién de la via de Nrf2 podria ayudar en el tratamiento de diversas enfermedades (21).

En los ultimos afios se ha comenzado a estudiar también el efecto que Nrf2 tiene sobre la
regulacion de genes implicados en el metabolismo intermedio, regulando positivamente los
implicados en la generacién de NADPH, la biosintesis de purinas y la B-oxidacién de acidos grasos,

al tiempo que suprime los implicados en la lipogénesis y la gluconeogénesis (12).

1.2. Produccion de EROs

Las mitocondrias son importantes fuentes intracelulares de EROs. La cadena de transporte de
electrones mitocondrial es la principal fuente de ATP en los mamiferos. El trifosfato de adenosina
(ATP), la "moneda de energia" de la célula, es el producto final de una serie de vias que involucran
la oxidacién de sustratos, principalmente carbohidratos y grasas, en el citosol (glucélisis) y en las
mitocondrias (descarboxilacion del piruvato, ciclo del &acido tricarboxilico, y fosforilacidn
oxidativa). El complejo de la cadena respiratoria consta de cuatro complejos de multiples
subunidades (I-1V) y dos portadores de electrones, que generan un gradiente de protones a través
de la membrana interna mitocondrial, que a su vez impulsa la ATP sintasa (complejo V) para
generar ATP (23). En los animales, el transporte de electrones mitocondrial "con fugas " es la
principal fuente de estrés oxidativo. Tanto en animales como en las plantas, la NADPH oxidasa,
aminas oxidasas y la xantina oxidasa también producen EROs. Ademas, las oxidasas microsomales

pueden producir EROs como subproductos de la desintoxicacidn xenobidtica.

Varios factores externos influyen también en la produccidn de EROs. Estos incluyen compuestos

guimicos (por ejemplo, compuestos industriales en el ambiente como plomo, mercurio, didxido



de azufre y cadmio) y factores de estilo de vida (por ejemplo, fumar y consumo de alcohol). El
estrés por nutrientes en los animales puede incluir deficiencias especificas en nutrientes
requeridos como aminodcidos esenciales, vitaminas y metales. Estas deficiencias pueden
provocar estrés oxidativo, especialmente si faltan vitaminas antioxidantes. Se ha visto que la
restriccion caldrica en los animales prolonga la vida Gtil y una de las teorias principales al respecto
es que se debe al menos en parte a que minimiza la acumulacion de daio oxidativo correlacionado

con la edad.

1.3. Defectos en la sefializacion de la insulina y estrés oxidante

La via de la insulina, al igual que la via de Nrf2, estad conservada evolutivamente entre organismos
(figura 2). En Drosophila, |a via de la insulina Inicia con la unidn de un péptido parecido a la insulina
(ILP, por sus siglas en inglés) al receptor de insulina -InR-, el cual se autofosforila y recluta IRSs
(sustratos del receptor de insulina), que a su vez permiten el reclutamiento de PI3K (una cinasa,
gue consta de una subunidad catalitica, Dp110, y una subunidad adaptadora, p60) a la membrana.
La actividad de PI3K produce fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), reclutando y activando las
cinasas PDK1 y Akt. Akt actua en una gran variedad de proteinas objetivo, entre ellos FOXO (FKH),
al cual inhibe e induce la activacion de TORC1, que tiene a su vez varios blancos de fosforilacién,
como la cinasa S6K, que, una vez activada por fosforilacién, fosforila a la proteina S6 de la

subunidad ribosomal 408, y activa asi la traduccidn de proteinas (24).
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Figura 2. Esquema general de la via de la insulina en
diferentes organismos (Adaptado de 25, anexo 3).
Abreviaturas: IRA-B/IGF-1R: receptor de Ia
insulina/factor de crecimiento similar a la insulina,
respectivamente. Shc: proteina adaptadora. Grb2
Sos (Son of sevenless): factor de intercambio de
nucledtidos de guanidina. Ras: pequefia proteina de
union a GTP; Raf: serina-treonina cinasa. MEK: cinasa
de doble especificidad. ERK: serina-treonina cinasa.
Glut4: transportador de glucosa de membrana. IRS 1-
4: sustratos del receptor deinsulinala4. p85y pl110:
subunidades reguladora p110 y catalitica de la PIP3K,
o fosfatidilinositol-3-quinasa. PIP2: fosfatidil inositol
bifosfato, un fosfolipido de membrana. PIP3:
fosfatidilinositol trifosfato. PTEN: fosfatasa lipidica.
PDK-1: proteina quinasa. PP2A: proteina fosfatasa.
AKT 1-3 o PKB: proteinas quinasas de serina-
treonina. GSK3[B: glucosa sintasa quinasa, una
proteina cinasa de serina-treonina. mTOR: diana de
la rapamicina, una serina-treonina cinasa. Foxo:
factor de transcripcion tipo cabeza de horquilla. Para
C. elegans: Daf-2 es el receptor de insulina, Let-60 es
el homoélogo de Ras, Lin-45 es el homélogo de Raf,
AAP-1 es el homélogo de la proteina adaptadora para
PI3K, Age-1 es el homdlogo de PI3K, Daf-16 es el
homdlogo de PTEN, PPTR-1 es el homdlogo de PP2A,

y Faf-16 es el homodlogo de Foxo. Para D.

melanogaster: dInR es el homdlogo homdlogo del receptor de insulina, y Link y Chico son homdlogos de

las proteinas IRS.

Esta ampliamente documentado el aumento en dafo oxidante cuando hay una desregulacion en
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la sefalizacién de la insulina, incluyendo el dafio al ADN, pero los mecanismos permanecen
elusivos, lo que no es de sorprender dado la cantidad de intercomunicacién que debe de existir
entre mecanismos que regulan el consumo y metabolismo de nutrientes, el crecimiento y muerte
celular, los mecanismos de respuesta al estrés y reparacion de dafio, etc. Entre los cambios
documentados, resaltan aquellos que se han encontrado y usado como parametro para medir el
grado de dafio oxidante, como los niveles de 8-oxo-2'-desoxiguanosina (8-OHdG) elevados en la
orina, pérdida del potencial de membrana mitocondrial, alteracién de los complejos respiratorios
mitocondriales, liberacion de citocromo c, etc. (26). En general no sélo se observa un aumento
de dafio oxidante en el ADN, sino también mayor susceptibilidad a los mutagenos y alteraciones
en lareparacion del ADN. La extension general del daiio del ADN a su vez puede estar relacionado

con la inestabilidad gendmica que puede desembocar en cancer (27).

Cuando se ve afectada la sefalizacién de la insulina, el dafio en el ADN puede darse directamente
si las especies reactivas de oxigeno atacan al ADN, y se puede considerar como una via directa.
De manera indirecta, el dafio puede ocurrir a través de las vias de sefializacién celular y por la
eficacia reducida para reparar el dafio del ADN. La via de la insulina por mediacién de Akt es una
via importante implicada en el crecimiento celular que puede ser activada por niveles altos de
insulina, glucosa, productos finales de glicosilacién avanzada (AGE) y acidos grasos libres (28).
Ademas, en vertebrados, la hiperglicemia y dislipidemia pueden llevar a un aumento del estrés

oxidante.

En mamiferos, se han propuesto varios mecanismos por los cuales la hiperglicemia aumenta el
estrés oxidativo: La hiperglicemia directamente incrementa la cantidad de EROs en el organismo
debido a la autooxidacion de la glucosa con la subsecuente generacién de radicales hidroxilo (29).
Ademas, la produccidn excesiva de superdxido por la mitocondria conduce a la inactivacion de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, provocando la acumulacién de metabolitos anteriores a
este punto de la glucdlisis, que se procesan por las otras vias alterando la homeostasis celular:

a) un mayor flujo en la via del poliol, donde el exceso de glucosa se convierte en sorbitol
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mediante la aldosa reductasa, lo que conlleva al consumo de NADPH, que es usado
normalmente para la regeneracion del antioxidante glutation;

b) la activacidn de la proteina cinasa C (PKC), por los altos niveles de diacilglicerol lo que a
su vez activa NOXes (oxidasas de NADPH);

c) la generacién de productos finales de glicosilacion avanzada (AGEs), que consiste en la
union de glucosa a diferentes proteinas membranales, circulantes, estructurales, etc. que
normalmente no serian glucosiladas; y

d) mayor flujo en la via de las hexoaminas donde el incremento de fructosa 6 fosfato que
entra a la via de hexosaminas lleva a la mayor producciéon de UDP-N acetil glucosamina

gue también modifica proteinas.

En el caso de la dislipidemia, en Drosophila se ha observado que moscas obesas acumulan
triacilgliceroles en el cuerpo graso, un érgano homdlogo al tejido adiposo de los mamiferos y
presentan complicaciones metabdlicas vy fisiolégicas que incluyen hiperglucemia, desequilibrio
redox y reduccién de la longevidad; todos estos son similares a los observados en humanos
obesos. Los modelos de obesidad y diabetes inducidos por dieta reflejan en efecto defectos
metabdlicos como los comunmente observados en humanos: Cuando la cantidad de grasa excede
la capacidad de los érganos que almacenan lipidos, los acidos grasos libres afectan y dafian otros
6rganos que no almacenan lipidos. Esta lipotoxicidad puede dafar al organismo y acelerar el
declive de su salud. Ademas, el aumento de 4acidos grasos puede provocar el aumento de
sefalizacidn de vias pro-inflamatorias. La inflamacién juega un papel importante en el desarrollo
y progresion de enfermedades metabdlicas como la diabetes. La produccién excesiva de EROs
activa las vias de sefializacion relacionadas con la inflamacidn, como PKC, MAPK y NF-kB, y
conduce a la produccién de un gran niumero de citocinas e incluso factores de crecimiento, donde
la actividad excesiva de citosinas y acidos grasos estimula también procesos de fosforilacion que
modifican la sefializacién de vias como la de la insulina, lo que resulta en un incremento de la
resistencia a la insulina (30). Dado que la via de la insulina ejerce normalmente un efecto

antiinflamatorio (29), la afectacién de sefializacion de la insulina solo refuerza el estado
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inflamatorio; a largo plazo se provoca ademas la sobresaturacion de la actividad beta oxidante de
la mitocondria aumentando la concentracidn de H,0, y por tanto el estrés oxidativo. Ademas, en
vertebrados también se afectan los niveles de glutation (30, 31). Esta interconexién entre el
estado inflamatorio, el estrés oxidativo y la via de la insulina no es sorprendente dado que el
sistema inmunitario 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 (32).

En Drosophila las mutaciones en la via de la insulina suelen ser letales si son homocigotas, por lo
gue a menudo se usan moscas heteroalélicas viables. Entre los fenotipos viables mas comunes
provocados por mutantes en la via de la insulina, ademas de la dislipidemia e hiperglucemia, se
observa la disminucién de la talla del individuo y disminucién en la longevidad (o un aumento de
longevidad cuando existe restriccién caldrica) (33,34). Estudios previos de nuestro grupo han
mostrado que mutantes heteroalélicas InR¢"”3*> muestran defectos severos, particularmente en
la cantidad de carbohidratos, ademds de hiperactividad. Las mutantes de S6k"P1713 muestran

niveles altos de lipidos a edades avanzadas e hipoactividad (publicado en 35, anexo 1).

1.4. Las vias de la insulina y del Nrf2

Los estudios sobre la interaccidn entre la via de la insulina y del Nrf2 se han llevado a cabo
principalmente en ratones, donde se usan ratones Knock-out para Nrf2 o Knock-down para keapl,
o se usan inductores de Nrf2. Existe controversia en estos modelos: aunque se suele observar que
la activacién puntual de Nrf2 mejora la salud, la activacién crénica de Nrf2 provoca el efecto
contrario (36). Un punto de interaccién directo entre la via de la insulina y la via de Nrf2 es la
inhibicion de la glucdégeno sintasa cinasa 3 beta (GSK-3B) por la via de la insulina, lo que
incrementa la proteccion oxidante de Nrf2 (34 37). En general, los efectos beneficiosos de Nrf2
se han demostrado en diferentes organismos, pero parecen ser contexto-dependientes y los

mecanismos subyacentes son aun poco comprendidos (38-40). En Drosophila se conoce
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relativamente poco sobre la funcidn de la via de CncC ademds de su papel en el estrés oxidativo,

y se conoce aun menos sobre como podria interaccionar la via de CncC con la via de la insulina.

Debido a la variedad de mecanismos que se ven alterados cuando se afecta la sefalizacion de la
insulina, es dificil dilucidar la contribucion de cada uno. Ademas, las diferencias entre individuos:
genéticas, nutricionales, de actividad, etc., se anaden a la dificultad de esclarecer el papel de los
diferentes procesos involucrados. Por ejemplo, si bien en Drosophila algunas mutaciones en la via
de la insulina pueden llevar a un aumento de estrés oxidante, curiosamente 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. Esto podria deberse a la hormesis mitocondrial,
donde el aumento de generacion de especies reactivas de oxigeno bajo ciertos limites puede
causar una respuesta adaptativa donde se mejora la respuesta antioxidante a corto plazo.
También pueden mostrar una extension de vida en condiciones de restriccidn caldrica (17); esto
es consistente con la interpretaciéon del envejecimiento en parte como consecuencia de la
acumulacién de dafio oxidativo (41-43). Se observado que la respuesta antioxidante se deteriora
con la edad desde moscas a humanos (44, 45). También hay diferencia en la longevidad de
hembras y machos de Drosophila, algo que al parecer esta ligado al menos en parte a diferencias
en la capacidad basal de ambos sexos de responder ante el estrés oxidativo (21), por lo que es
importante esclarecer la forma en que las mutaciones en la via de la insulina en estos organismos

afectan el estrés oxidativo durante la vida del organismo.

Como en los mamiferos, los relojes circadianos de las moscas generan ritmos de transcripcidén en
una variedad de vias metabdlicas relacionadas con la alimentacién y la desintoxicacién, y la
arritmia causada por mutaciones en los genes del reloj central conduce a sintomas de
envejecimiento acelerado tanto en moscas como en mamiferos, incluidos fenotipos
neurodegenerativos, por ejemplo los andlisis del transcriptoma circadiano en cabezas de mosca
revelaron que la expresidon de muchos genes implicados en la defensa contra especies reactivas

de oxigeno (EROs) siguen un ritmo circadiano (estudios descritos en (46)). Dado que la
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alimentacion de las moscas es ritmica, se puede esperar que la susceptibilidad a las toxinas y EROs
esté controlada por un reloj. De hecho, las moscas muestran una variacion en la mortalidad
cuando la exposicién a la misma dosis de un compuesto téxico especifico se da en diferentes

momentos del dia.

Aunque el suefio parece estar ampliamente conservado en los animales, las funciones fisioldgicas
del suefio siguen sin estar claras. Una hipdtesis controvertida para la funcion del suefio es la
teoria del flujo de radicales libres, que propone que la funcién central del suefio es actuar como
un antioxidante para el cerebro. A pesar del atractivo de esta hipdtesis, los datos que la respaldan
son contradictorios, y podrian no sdélo involucrar al cerebro. En un estudio reciente, se busco
identificar un defecto fisiolégico comun a las moscas que duermen poco que podria proporcionar
informacién sobre la funciéon y la regulacidon del suefio, encontrdandose que mutantes que
duermen poco son sensibles al estrés oxidativo agudo y exhiben tiempos de supervivencia mas
cortos que los controles, y que el aumento de la duracién total del suefio de las moscas silvestres
promueve la supervivencia después del desafio oxidativo (47). Otro trabajo reciente encontré que
la falta de suefio conducia a la acumulacion de especies reactivas de oxigeno especificamente en
el intestino. Las EROs no solo se correlacionaban con la falta de suefio, sino que su neutralizacién
prevenia el estrés oxidante y permitia que las moscas tuviesen una vida normal con poco o ningin
sueno. El rescate se podia lograr con compuestos antioxidantes orales o con expresion
transgénica dirigida al intestino de enzimas antioxidantes (48). Aun no ha sido dilucidado por qué
el dafio se observa en el intestino y no en el cerebro, pero el sistema nervioso tiene altas
demandas energéticas y es casi seguro que sea fundamental mantener la oxidacidon generalmente
baja en las neuronas porque no pueden ser reemplazadas, en contraste con las células intestinales
gue experimentan un recambio constante. Estos ejemplos revelan la conservacién de los
mecanismos de homeostasis subyacentes entre mamiferos y la mosca de la fruta, en particular

respecto al papel del estrés oxidante.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La actividad del CncC/Nrf2 se conoce de manera fragmentaria en la mosca; en particular, es
limitado el conocimiento de las funciones especificas de la via de CncC en la respuesta

antioxidante en el contexto de una sefializacion de la insulina alterada.

3. HIPOTESIS

La manipulacién de la via de CncC puede contrarrestar el deterioro conductual y metabdlico que

la desregulacion en la sefalizacidn de la insulina produce en Drosophila melanogaster.

4. OBJETIVO

Dilucidar cémo una mutacién en la via de CncC puede afectar la conducta y metabolismo de

moscas con desregulacion en la via de insulina.
4.1. Objetivos especificos

e Determinar si hay cambios en la actividad locomotora y ritmicidad de moscas con
mutaciones en genes de la via de la insulina (InR o S6k) cuando presentan ademds una
mutacion en la via de CncC (keap1).

e Comparar la supervivencia de moscas mutantes de la via de la insulina y de la via de CncC
ante un reto oxidante.

e Maedir niveles de lipidos y carbohidratos en moscas mutantes de la via de la insulina y de
la via de CncC.

e Realizar un analisis transcriptomico de cepas mutantes para discernir posibles

mecanismos subyacentes.
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5. JUSTIFICACION/RELEVANCIA E IMPACTO DEL PROYECTO

Este trabajo permitird generar conocimiento basico sobre cémo la via de CncC puede afectar los

fenotipos presentes en la mosca de la fruta ante la falta de sefializacién de la insulina, ampliando

nuestro conocimiento sobre la interaccidn entre estas dos vias. El uso de Drosophila como modelo

para este estudio tiene multiples beneficios: su ciclo de vida corto y genoma con menor

redundancia genética contribuyen a la relativa facilidad de obtener cepas con fondos genéticos

homogenizados y permiten la manipulacién de genes especificos; en este caso InR, S6k, Keap1, lo

gue nos permite asignar con mayor robustez los fenotipos observados a las mutaciones

estudiadas.

6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Y METODOS

6.1 Cepas

Se utilizaron las siguientes cepas de Drosophila melanogaster:

Genotipo Descripcién
yw Cepa control.
InR3t5 Cepa con alelo mutante de InR.
yw; TM3
InRe° Cepa con alelo mutante de InR.
MW M3

yw; keaplEY°2°32

Cepa con dos alelos mutantes para Keap1

S6kPL713 Cepa con un alelo mutante de S6k.
MW M3
S6k!1 Cepa con un alelo mutante de S6k.
W M3
ARE — GFP Cepa con marcador GFP para ARE.
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Estas cepas estan en el cepario del laboratorio de Genética de Transduccién de Sefales del
Instituto de Neurobiologia, donde se cultivan en viales con alimento a base de piloncillo y levadura

a una temperatura promedio de 25°C en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h c/u.

A partir de las cepas anteriores, se realizé una serie de cruzas para obtener las siguientes cepas:

Genotipo Descripcion
_ keap1EY02032 [nReld Cepa con alelo mutante para Keap1 y alelo
7 ™3 mutante de InR.
_ keap1EY02032,56 ) P1713 Cepa con alelo mutante para Keap1 y alelo
7 ™3 mutante de dSé6k.

Todas las cepas fueron isogenizadas en un mismo fondo genético con yw. El reportero de ARE
consiste en 4 secuencias AREs rio arriba de un promotor basal para controlar la expresién de GFP
(17, 49), de tal manera que cuando Nrf2 se transloca al ndcleo para activar la respuesta
antioxidante ante condiciones estresantes como la administracidon del herbicida paraquat, se

activa la expresion de GFP.

4XARE mmmm ___eGFP |

PR N 7. — ‘
estrés ‘[>_._' e T >
= e{r& 07&(/ 'S\/}/- r O, é>@ & 1)

= ' oy, O % 7 e g
« or "o %, %0, o
Nrf2 F——_ DO Dy bag, e,
~ b 7
Maf-S = 1 Keap1 \\ = Se

Nrf2::Maf-S \
- —:i’;z-— y A
- aET e D

attP40 (2L) attP16 (2R)

Figura 3. Reportero fluorescente de la activacidn de Nrf2. Consiste de un reportero para eGFP bajo el
control de 4 copias de la secuencia conservada del Elemento de Respuesto Antioxidante (ARE) a la que se

une el heterodimero CnCC:Maf-S. Adaptado de (49).
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6.2 Caracterizacion conductual

6.2.1.Medicion de resistencia a Paraquat y H,0, 3% :

6.2.1.1. Dietas
Las siguientes dietas fueron empleadas:
Nombre Composicion
Dieta estandar 10% piloncillo y 10% levadura en agar/grenetina,

con acido propidnico como agente antibacterial.

Agar Sacarosa 10% en agar + acido propiodnico.
Carolina Medio instantaneo comercial (50).
Sacarosa Sacarosa 10% en papel filtro.

Para las pruebas de resistencia a agentes pro-oxidantes, se agregaron soluciones de H,0;

(concentracién final 1.5% o 3%) o paraquat (concentracién final 10 mM o 20 mM) a cada dieta.

6.2.1.2. Pruebas de supervivencia en grupos

Se colocaron grupos de 10 moscas de 7 dias post-eclosion en viales con alimento + agente pro-
oxidante, y controles. El alimento se cambid cada dos dias, y se registrd la supervivencia una vez

por dia.

6.2.1.3. Pruebas de supervivencia individuales y actividad motora

Para obtener parametros mas precisos del comportamiento de las moscas tras la exposicion a
agentes pro-oxidantes, se colocaron moscas en viales individuales en el equipo DAM2 Drosophila
Activity Monitor de TriKinetics (51), el cual detecta la cantidad de veces que la mosca pasa por en
medio del vial por minuto, y los resultados se analizaron con los programas DAMFilescan110 (51),
ShinyR-DAM (52) y rethomics (53) en R, asi como scripts personalizados en Python. El monitor se

conectd por 8 dias para registrar hora de muerte. Para el analisis de actividad se consideraron los
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primeros dos dias. Se obtuvieron datos tanto en periodos de completa oscuridad como en

regimenes 12:12 luz:oscuridad.

Rayo Infrarnajo Alimentn

N

Figura 4. Monitor de actividad y vial individual.

6.2.1.4. Pruebas de preferencia

Para determinar si las moscas perciben la presencia de paraquat en el alimento, se usé la prueba
de Ex-Q (figura 4, 54). Se colocaron grupos de 10 moscas en viales con dos depdsitos de alimento
estandar, uno de ellos adicionado con paraquat 20 mM. Ambas dietas contenian ademas uno de
dos colorantes: Azul brillante FCP (Sigma 80717-100MG, abs 630nm) o Naranja Il (Sigma 75370-
25G, abs 483nm). Tras 8 horas, se cambiaron los depdsitos por alimento estandar sin colorante.
Luego de 24 horas, tiempo sufiente para digerir el colorante consumido, las moscas se cambiaron
de vial y la excreta se diluyd con 400 plL de agua. Se midieron las dos absobancias en cada muestra,
usando diluciones de los alimentos con colorante para obtener las curvas de concentraciéon y

determinar las cantidades de alimento ingerido.
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-—:’\/\ 8 Tras 8 horas se cambian por alimento sin colorante

Con colorante  Sin colorante

Excreta

Alimento

Figura 4. Esquema del vial usado para la prueba Ex-Q. Uno de los alimentos con colorante estd adicionado
con paraquat. La combinacién colorante (naranja o azul)/paraquat se intercambia cada replicado para

descartar efectos por el colorante mismo. Adaptado de (54).

6.3. Observacion de reporteros fluorescentes
Moscas con reportero fluorescente para la activacidon de ARE se alimentaron con paraquat 20 mM

o peroxido de hidrogeno 3% por 16 horas, y se observo la fluorescencia en la cabeza o en la mosca

completa usando la técnica de bellymount (53 55) en un esteresocopio.

Cinta
.- espaciadora

®

Cubreobjetos compresor

Figura 5. Técnica de Bellymount, consiste en comprimir el abdomen de la mosca con un cubreobjetos con
pegamento transparente, que al secar permite observa con mayor claridad los érganos internos. Adaptado

de (55).
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6.4. Caracterizacion metabodlica

6.4.1.Glucosa vy glucégeno.

Para la medicidn de glucosa y glucdgeno se utiliza el kit comercial Glucose (GO) Assay GAGO-20
de Sigma (57). 5 moscas de 7-8 dias post-eclosién recién colectadas se enjuagaron con 1 ml de
PBS frio y se colocaron en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml con 100 ul de PBS frio donde se
homogenizaron rapidamente con un pistilo automatico (Kontes; 749540-0000) en hielo. Se
extrajeron 10 pL para medir el contenido proteico con el kit BioRad DC Protein (56). El
sobrenadante se calenté 10 min a 702C, y se centrifugd tres minutos a 13000 rpm a 429C. Se
pipetearon 30 uL de cada muestra por duplicado (diluida 1:5 en PBS para machos y 1:8 para
hembras), estandares de glucosa y glucégeno en diluciones de 0.01-0.16 mg/ml, y blancos de PBS
en una placa de 96 pocillos. A uno de los duplicados de cada muestra y a las diluciones de glucosa
se anadieron 100 pl de reactivo GO (que consiste de glucosa oxidasa, peroxidasa y o-Dianisidina).
La reaccidn consiste en la oxidacion de la glucosa a dcido glucénico y perdxido de hidrégeno, que
a su vez participa en la generacion de o-Dianisidina oxidada (57). Al resto de las muestras y a las
diluciones de glucégeno se agregaron 100 pl de reactivo GO con 0.1 pl de amyloglucosidasa
(Sigma A1602; 25mg), sellando los pocillos con parafilm para evitar la evaporacion e incubando la
placa a 372C durante 30-60 min. Se anadieron entonces 100 ul de H,SO4 12N y se midid la
absorbancia a 540 nm. Para determinar la concentracién de glucégeno se restd la absorbancia de

las mediciones de glucosa.

6.4.2.Proteinas.

Para la medicién de proteinas, mediante el kit BioRad DC Protein (56),10 pl de muestra
homogeneizada se diluyeron (1:5 para machos y 1:8 para hembras) en PBS frio. Se centrifugd la
muestra a velocidad maxima durante 5 minutos y se pipetearon 5 ul de un blanco de PBS,
diluciones de BSA 0.18-1.45 mg/ml y muestras en una placa de 96 pozos. Se afiadieron 25 plL de
una solucién alcalina de tartrato de cobre y 200 uL de reactivo de Folin, se mezclaron y tras 5

minutos de midid la absorbancia a 750 nm.
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6.4.3. Lipidos.

Para la medicién de lipidos totales, se trituréd una mosca (previamente congelada a -70°C) por
prueba en 500 pl de cloroformo-metanol 1:1 para extraer los lipidos. El homogenizado resultante
se calentd hasta la evaporacion de los solventes. Se agregaron 200 pl acido sulfurico y se calenté
por dos minutos. Finalmente se agregaron 2.4 ml de reactivo de vainillina (1.2 mg de vainillina en
1L de acido sulfurico 68%) para generar derivados sulfénicos cuya absorbancia se midié a 490 nm.

La curva de calibracidn se realizé con aceite de girasol comercial (58).

6.4.4. Glutatioén.

El ensayo se basa en el sistema de reciclaje de glutatién por DTNB vy la glutatidon reductasa de
acuerdo a (59). EIDTNBYy el glutation (GSH) reaccionan para generar el acido 2-nitro-5-tiobenzoico
gue tiene un color amarillo. El GSSG generado puede reducirse de nuevo a GSH mediante la
glutatién reductasa, y el GSH reacciona de nuevo con el DTNB para producir mas acido 2-nitro-5-
tiobenzoico. Por lo tanto, el sistema de reciclado detecta glutation total. Se utilizaron 10 moscas
de 7 dias (previamente congeladas a -70°C) post-eclosién homogeneizadas en 80 microlitros de
bufer de glutation, se agregaron 20 ul de SSA 5% y se centrifugd a 8000 x g por 10 minutos para
obtener el sobrenadante. En una placa de 96 pozos se pipetearon 160 ul de la Mezcla de Reaccién
para generar NADPH y se incubd a temperatura ambiente 10 minutos. Se agregaron 20 ul de los
estdndares de GSH y las muestras y se incubd a temperatura ambiente 10 minutos. Se agregaron
20 pl de la Solucidn Sustrato y se midid la absorbancia a 415 nm 30 minutos después de iniciada

la reaccion.

6.5. Transcriptémica

Se usaron 10 moscas por genotipo, de la misma edad, previamente congeladas a -70°C. El ARN
total se extrajo con Trizol (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante, incluido un

tratamiento con DNasa (QIAGEN) para obtener 25 uL de muestra, se le agregé 1 pL de Riboblock
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y se congelé a -70°C hasta su analisis en un espectrofotdmetro NanoDrop y su posterior

secuenciacion. Se utilizaron 3 réplicas bioldgicas por condicidn.

La secuenciacién del ARN se realizé con un Illumina NextSeq500, lecturas pareadas de 75 pb. Las
secuencias resultantes se analizaron con FastQC, se removieron primers y poli-Gs con Trim
Galore-0.6.10, se alined el transcriptoma al genoma de referencia 6.1 de Drosophila melanogaster
con Star-2.7.10b (Spliced Transcripts Alignment to a Reference), realizando el conteo luego con

HTSeqCount, la normalizacién y el andlisis de expresidn diferencial en R.

6.6. Estadistica

Los andlisis estadisticos se realizan en las plataformas GraphPad Prism 9.3.1, Matlab 2020b vy
RStudio. Los gréficos se elaboraron en GraphPad Prism 9.3.1 y ShinyRDam en RStudio. Para la
mediciéon de actividad locomotora se emplean pruebas no paramétricas. Las curvas de
supervivencia se representan como graficos de Kaplan-Meier y se realizé analisis de rango
logaritmico. La supervivencia mediana se definié como el tiempo en que la curva de supervivencia

cruza el 50%. Para las comparaciones de pares, se empled la correccién de Bonferroni.
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/. RESULTADOS

7.1 Efecto de heterocigosis u homocigosis de keap1 en la actividad locomotora de moscas
silvestres y mutantes de la via de la insulina

Para estudiar el efecto que la mutacién de keapl pudiese tener en la ritmicidad y actividad
locomotora de las moscas, se analizo la actividad de las moscas en:

e Luz y oscuridad 12:12 (figuras 6 y 7), donde se observa ritmicidad tanto para machos
como para hembras silvestres (yw), mutantes heterocigotas de keapl y mutantes
homocigotas de keap1. Los niveles de actividad de machos y hembras muestran dos picos
al amanecer y al anochecer subjetivos, y muy poca actividad en la noche. En el caso de las
hembras, éstas permanecen en constante actividad durante en el dia, mientras que los

machos muestran un segundo periodo de descanso durante el dia.

Hembras Machos
O il o R W
i TG TR Do M e e
D e ok [ OD (e o ke M
ek bk, e O e A kil
?g. (RO 7 T | ?3_ 5 [T ST R R R
5 5 (TP NI 5 [PORTT™ NI PO W 1
i B b o il | | bid i B ol e, kel
M ik | | ichi i el
qg;.ln...u_&__‘ = §L‘A_..J_‘ ik B
= [ P G i = . A

Figura 6. Actogramas de moscas silvestres y mutantes de keapl en Luz:Oscuridad 12:12 (periodos de luzy
oscuridad indicados por las barras blancas y negras superiores). Se observa cémo la presencia de dos alelos

mutantes de keapl influye en la ritmicidad, pues las moscas son mucho menos activas en la noche.
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Figura 7. Arriba. Cuantificacion de niveles de actividad de machos (izquierda) y hembras (derecha) en
Luz:Oscuridad 12:12. El nivel de actividad total no muestra diferencias significativas. Abajo. Niveles de
actividad en luz (barras amarillas) y oscuridad (barras azules). La actividad es mayor durante el dia y la

diferencia es mas marcada en las mutantes homocigotas de keap1. N=9-10

e Oscuridad (figura 8), donde se observa una pérdida de ritmicidad para hembras silvestres
(yw), y mutantes heterocigotas de keapl1, pero no para mutantes homocigotas de keap1.
Si bien los machos mantienen la ritmicidad, e incluso es mas fuerte en machso mutantes
homocigotos, como se observa al comparar la fuerza del ritmo (“Qp.act/Qp.sig”), los

actogramas denotan cdmo también pierden uno de sus dos periodos de descanso.

Como se observa en las figuras 6-8 y la tabla 1, las mutaciones de keap1 influyen en la periodicidad

y los niveles de actividad locomotora, aunque el efecto varia dependiendo del sexo y si la

mutacion estd en homocigosis o si las moscas poseen sélo un alelo mutante (heterocigotas) .
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Figura 8. Actogramas de hembras (izquierda, graficas rosa) y machos (derecha, graficas azul) silvestres y
mutantes de keapl en completa oscuridad. La presencia de un alelo mutante de keapl influye en los
niveles de actividad de machos, y dos alelos mutantes de keapl mejoran la ritmicidad (como se observa
en los actogramas) y la fuerza del periodo (Qp.act/Qp.sig) Qp.act: Potencia del periodograma calculado

mediante chi-cuadrada. Qp.sig: Umbral de significancia (0.05). N=9-11. *** p<0.001 ** p<0.01.
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Tabla 1. Periocidad de moscas yw, yw; keap1”/*y yw; keap1”

Machos
Genotipo Mediana de_periodo Media SEM Moscas con
ritmicidad
yw 23.60 23.71 0.13 11/11
yw; keap 17 23.80 23.60 0.23 5/10
yWikeapd, 23.80 23.76 0.04 9/10
Hembras
yw 24.00 23.93 0.05 8/10
yw; keapl”* 23.90 23.65 0.29 4/10
yWikeapd, 24.00 23.76 0.10 9/10

En vista de estos resultados, y dado que las mutantes de InR son hiperactivas y las mutantes de
S6k son hipoactivas (anexo 1), nos preguntamos cémo influiria en sus niveles de actividad
locomotora la presencia de heterocigocis para keapl (con un alelo mutante de falta de funcién y
otro silvestre). Encontramos que sus niveles de actividad vuelven a los niveles de moscas silvestres
si poseen un alelo mutante de keapl, independientemente de si eran hiperactivas (InR) o

hipoactivas (S6K) (figura 9 y figura 10).
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Figura 9. Niveles de actividad locomotora de hembras (izquierda,rosa) y machos (derecha, azul) controles,
mutantes de InR, y ademds de mutantes en InR heterocigotos para keapl en Luz:Oscuridad 12:12. Es
particularmente claro en hembras que la hiperactividad que presentan las mutantes de InR se pierde en la
presencia de una mutacién heterocigota de keap1, y que la hiperactividad de machos heterocigotos para

keap1* se pierde cuando son heteroalélicos para InR. N=8. * p<0.05.
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Figura 10. Niveles de actividad locomotora de hembras (izquierda,rosa, N=14-16) y machos (derecha, azul,
N=7-9), controles, mutantes de S6k, y ademds de mutantes para S6k heterocigotos para keapl en
Luz:Oscuridad 12:12. La hipoactividad que presentan las mutantes de S6k se pierde en la presencia de una

mutacion heterocigota de keapl. * p<0.05.

7.2 Resistencia a estrés oxidante

Para estudiar la resistencia a estrés oxidante de nuestras distintas cepas, utilizamos dos agentes
oxidantes distintos: Paraquat y perdéxido de hidrégeno. El paraquat sufre una reduccién
dependiente de NADPH a una forma de radical libre, y su reoxidacion conduce a la generacion de
aniones superoéxido, que se convierten en H,O; a través de la actividad enzimatica de Ia
superoéxido dismutasa (SOD). La catalasa (CAT) y la glutatiéon peroxidasa (GPx) pueden convertir

H>0; en H0 y O (60).

Ambos agentes se usan comunmente con Drosophila melanogaster para generar estrés oxidante
qgue llevan a la activacion de la respuesta antioxidante regulada por CncC (17, 49), lo que
corroboramos en moscas silvestres con los reporteros fluorescentes de ARE-GFP, como se

observa en la figura 11.
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Figura 11. Imagen representativa de la expresion del reportero ARE-GFP (izquierda) y cuantificacion de la
fluorescencia mediante Image) en moscas que consumieron alimento control y moscas que consumieron alimento
con paraquat 20 mM (derecha). Todas las moscas son de 7 dias post-eclosién a menos que se indique lo contrario.

N=10. Prueba t de Welch (t=2.826, df=13.80, p= 0.0136)

El aumento de fluorescencia en el reportero era visible en las antenas y prosboscis, pero ambiguo
en el abdomen. Usando la técnica de Bellymount para observar con mayor claridad el abdomen
de la mosca pudimos corroborar el aumento de fluorescencia en el intestino, como se observa en
la figura 12, un indicador claro de que el consumo del alimento dispara la respuesta antioxidante

de CncC.

Figura 12. Patrones de expresion del reportero ARE-GFP es moscas vivas, tras consumo de alimento con
paraquat 20 mM (izquierda) y peréxido de hidrégeno (derecha). La aplicacién de pegamento transparente

en el abdomen permite observar con mayor claridad la fluorescencia en el intestino.

Reportes previos indican que una dieta completa (es decir, con levadura como fuente de
proteinas, lipidos y vitaminas) es mejor opcién para no enmascarar el efecto del agente pro-

oxidante, en comparacién con proveer una dieta sélo a base de sacarosa que suele disminuir la
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supervivencia de las moscas (61). Realizamos pruebas de supervivencia en cuatro dietas
diferentes en moscas silvestres yw.
e Dos dietas contenian sélo sacarosa, en agar o en solucién en agua con la que se empapaba
un papel filtro que se colocaba al fondo del vial.
e Una tercera dieta se prepard con alimento instantaneo comercial para moscas, de la
compainiia Carolina Biological Supply.

e Y la cuarta dieta fue el alimento estandar a base de piloncillo y levadura.

Separamos las moscas en grupos de hembras virgenes (figura 13, tabla 2) y machos (figura 14,
tabla 3) de 7 dias post-eclosién y se colocaron en las dietas adicionadas con agentes pro-
oxidantes. Por cada lote de alimento se colocaron también moscas en dietas sin agentes pro-
oxidantes para corroborar la calidad del alimento. Como se observa en las figuras, no hay
diferencias significativas entre los dos tipos de vehiculo para las dietas de sacarosa, aunque las
moscas tienden a tener una menor supervivencia cuando el PQ se provee en esas dietas
comparadas con la dieta de Carolina, y en particular la dieta estandar. Corroboramos que esta
diferencia en supervivencia en alimento con paraquat no se debe a una interaccion diferente de
las moscas con el alimento al percibir un cambio de sabor por la presencia del paraquat con una
prueba de Ex-Q (figura 15). De estas observaciones se desprende que la sacarosa (en papel filtro
en particular) exacerba la susceptibilidad. Dado que estariamos usando moscas con fenotipo
mutante de la via de la insulina, eso podria enmascarar los resultados. Los siguientes

experimentos presentados se realizaron utilizando la dieta estandar.
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Tabla 2. Supervivencia de hembras virgenes expuestas a paraquat 10 mM y H;0; 1.5% en

diferentes dietas.

Paraquat 10 mM H20: 1.5%
Dieta Supervivencia N Supervivencia (mediana) N
(mediana)
Estandar 5 27 5 30
Sacarosa 3 30 5 28
S. en agar 4 30 4 30
Carolina 6 29 2 29
100 - Dieta estandar + PQ10mM ¥
£ g - Agar + PQIOMM &
% [ + Carclina + PQ10mM %
H [ | - Sacarosa + PQ10mM ¥
Z 504 1 1
3 \ |
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Figura 13. Supervivencia de hembras virgenes en alimento con paraquat (arriba) y peréxido de hidrégeno
(abajo). Usamos dosis menores (10 mM para paraquaty 1.5% de peréxido de hidrogeno) comparadas con
las usadas para ver la expresion de reporteros fluorescentes para discernir posibles efectos sutiles. Todas
las dietas fueron preparadas y probadas al mismo tiempo. Prueba de rango logaritmico con p<0.0001 para
hembras en PQ 10mM. Tras comparaciones multiples con alfa de Bonferroni corregida (p<0.0083), se
observan diferencias significativas entre la dieta estandar y sacarosa en papel filtro (p=0.0004) y el
alimento de Carolina vs Sacarosa en agar (p=0.0028) y papel filtro (p=0.0002). Prueba de rango logaritimico

no significativa en dietas con H,0,.
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Tabla 3. Supervivencia de machos expuestos a paraquat 10 mM y H.0; 1.5% en diferentes

dietas.

Paraquat 10 mM H20: 1.5%
Dieta Supervivencia (mediana) N Supervivencia (mediana) N
Estandar 6 27 5 30
Sacarosa 3 29 4 30
S. en agar 4 30 5 29
Carolina 3 30 2 30
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Figura 14. Supervivencia de machos en alimento con paraquat (arriba) y peréxido de hidrégeno
(abajo). Prueba de rango logaritmico con p<0.0020 para machos en PQ 10mM. Tras comparaciones
multiples con alfa de Bonferroni corregida (p<0.0083), se observan diferencias significativas entre la dieta

estandar y sacarosa en papel filtro (p=0.0018) y sacarosa en agar (p=0.0003). Comparaciones multiples no

significativas en dietas con H,0,.
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Figura 15. Comsumo de alimento de hembras virgenes en alimento estdndar con paraquat y sin

paraquat. N=10.

En los estudios de envejecimiento en la mosca se ha observado dimorfismo sexual en la esperanza
de vida. Las hembras tienen una vida natural mas larga (62, 63), y las hembras en dieta estandar
con paraquat 10 mM también mostraron una mejor supervivencia comparadas con los machos.
Estudiamos si el dimorfismo en supervivencia podia variar dependiendo de la edad comparando
moscas silvestres jovenes (7 dias después de la eclosidn) y de mediana edad (30 dias después de
la eclosidn). La exposicidn a paraquat 20 mM mostré que los machos jévenes mueren antes que
las hembras jovenes. Pero dicha tendencia se revirtié en moscas de 30 dias post-eclosion, donde
las hembras son mds susceptibles (figura 16). Cuando el alimento contenia en cambio H,0; al 3%,
las hembras presentaron mayor susceptibilidad en ambas edades (figura 17). Ademas, en general,

las moscas de mediana edad sobrevivieron menos en condiciones pro-oxidantes (tabla 4).
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Figura 16. Supervivencia de hembras y machos yw de 7 dias (izquierda, N=54-60) y 30 dias

(derecha, N=30-31) en alimento con 20mM de paraquat. P=0.0025 para machos vs hembras de 7

dias en paraquat. p<0.0001 para machos y hembras de 30 dias en paraquat.

Supervivencia (%)
3

0t

Tiempo (dias)

i :|Hzo2 3%
ywa

e ]Comida control
ywa

Supervivencia (%)

50

100-}: R e

Tiempo (dias)

Figura 17. Supervivencia de hembras y machos yw de 7 dias (izquierda, N=31-32) y 30 dias

(derecha, N=31-32) en alimento con H;0,. p<0.0001 para machos vs hembras de 7 dias en H,0,.

p=0.0003 para machos y hembras de 30 dias.

Tabla 4. Supervivencia de machos y hembras silvestres expuestos a paraquat 20 mM y H,02 3%.

Paraquat 20 mM

Sexo Edad post-eclosion Supervivencia N
(dias) (mediana, dias)

Machos 7 1.00521 54

Hembras 7 2.10764 60

Machos 30 1.47639 30

Hembras 30 0.65625 31
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H202 3%

Sexo Edad post-eclosion Supervivencia N
(dias) (mediana, dias)

Machos 7 2.79583 32

Hembras 7 1.94306 31

Machos 30 2.35729 32

Hembras 30 1.54306 31

A continuacion, para caracterizar primero cdmo los cambios en la via de respuesta antioxidante
afectan su susceptibilidad al estrés, utilizamos cepas con una mutacién en un alelo de keap1.
Usamos condiciones de heterocigosidad dado que se cree que dan como resultado un aumento
modesto en la actividad de la via de Nrf2. La activacién de Nrf2 mejora la vida util cuando se activa
moderadamente, pero la activacidn intensa y crénica provoca el fenotipo opuesto (57). Expusimos
machos silvestres yw y yw; keapl”* a las mismas condiciones oxidantes y no observamos
diferencias significativas en la resistencia al estrés oxidativo entre los genotipos (figura 19, tabla

5). El mismo resultado se obtuvo para hembras en paraquaty H,0: (figura 19, tabla 5).
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Figura 18. Supervivencia de machos yw y keap1”* de 7 dias post-eclosion en alimento con 20mM

de paraquat (izquierda) y H,02 3% (derecha). N=45-47.
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Figura 19. Supervivencia de hembras yw y keapl”* de 7 dias post-eclosién en alimento con

paraquat (izquierda) y H.0, (derecha) 3%. N=24-40

Tabla 5. Supervivencia de moscas yw y yw; keapl”* expuestos a paraquat 20 mM y H,0; 3%.

No hay diferencias estadisticamente significativas.

Machos

Paraquat 20 mM

Genotipo Supervivencia (mediana, N
dias)

yw 3.46597 47

yw; keap1”* 3.45139 45

H20: 3%

Genotipo Supervivencia N

yw 3.31319 47

yw; keap1”* 3.21597 47

Hembras

Paraquat 20 mM

yw 2.430 32

yw; keapl”* 1.580 29

H202 3%

Genotipo Supervivencia N

yw 2.227 40

yw; keapl”* 2.431 24

Si bien la heterocigosidad para keapl podria significar un mayor nivel basal de actividad CncC,

esto puede no ser suficiente para superar la exposicidén crénica a las dosis de paraquat y H,0:

administradas en moscas de genotipo silvestre. Ademas, existen otros métodos de regulacion de
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CncC fuera de keapl: por ejemplo, se puede direccionar a la degradacidn proteasémica por el
complejo B-TrCP-Cullinl. B-TrCP puede unirse a CncC después de la fosforilacion en Ser342 y

Ser338 por Gsk-3B, regulado por la via de la insulina (44).

Como se observd antes, la via Nrf2 también exhibe una interaccién con el ritmo circadiano, lo que
también se ha reportado anteriormente (64, 65), pues la activacion de la via Nrf2 estd
directamente correlacionado con los ciclos de actividad y suefio; por ello también medimos cémo
cambié la actividad locomotora total entre genotipos y condiciones. En tratamiento con paraquat,
el nimero de episodios de suefio fue mayor en moscas silvestres pero la actividad locomotora no
fue significativamente diferente (actividad (# movimientos registrados) promedio de dos dias
807.0+56.53 para yw y de 663.1+36.44 para yw; keap1”*; suefio promedio 193.3+4.727 para yw
y de 154.8+5.705 para yw; keapl”*), mientras que las moscas yw mostraron una mayor actividad
locomotora en H,0, 3% en comparacion con yw; keapl”*, aunque sin cambios en el nimero de
episodios de suefio, implicando que en sus episodios de actividad eran mads activas (actividad
promedio de dos dias 1158+54.24 (# movimientos registrados) para yw y de 886.6+47.42 para
yw; keapl”*, suefio promedio 161.6+4.466 para yw y de 169.0+5.811 para yw; keapl”*) (figura
20). La exposicién al H,0; aumenta la actividad locomotora en las moscas, pero la hetercigosis

para keap1 rescata este fenotipo sin tener un efecto general sobre la supervivencia.
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Figura 20. Niveles de actividad de moscas machos yw y keapl”* de 7 dias post-eclosién en

alimento con 20mM de paraquat (izquierda) y H202 3% (derecha). N=45-47.
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Se procedid entonces a comparar las mutantes heteroalélicas de los puntos de la via de la insulina
estudiados (InR, S6k). Se usaron las cepas control y las mutantes heteroalélicas para la via de la
insulina (InR, S6k) y las que ademas presentaban una mutacién para keapl en heterocigosis,
buscando estudiar como la sefializacion hipomérfica de la via de la insulina interactuaba con la
regulacién positiva de la via Nrf2 en moscas expuestas al estrés oxidante. Cuando se exponen a
paraquat 20mM, los machos de genotipo yw; InR3%/¢19 no mostraron diferencias significativas en
la supervivencia en comparaciéon con el control yw. Pero la heterocigosidad para keapl, al
contrario de lo que sucedié con las moscas de control yw, mejord su supervivencia (diferencias
significativas entre yw; InR3%/¢1%y yw; keap1”*, InR3%/¢1% p= 0.0002). En el caso de las hembras, no

hubo diferencias significativas (figura 21 y tabla 6).
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Figura 21. Supervivencia de machos mutantes de /InR en alimento con 20 mM de paraquat.
lzquierda. La presencia de un alelo mutante de keapl mejoré la supervivencia en moscas machos
con mutacién en InR (prueba de rango logaritmico, seguida de la prueba de comparaciones
multiples p=0.0002). N=55-82. Derecha. No hubo cambios significativos en la supervivencia de

hembras. N=25-48.
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Tabla 6. Supervivencia de machos y hembras mutantes de InR expuestos a paraquat 20 mM

Machos

Genotipo Supervivencia (mediana, dias) N
yw 3.32639 82
yw; InR3t5/€19 2.00347 77
yw; keap1”*, InR3t>/€19 3.90451 55
Hembras

Genotipo Supervivencia (mediana) N
yw 1.458 28
yw; InR3t5/e19 2.332 48
yw; keapl”, *InR3t5/e19 1.267 25

Cuando se exponen a paraquat 20 mM, los machos de genotipo yw; S6k-/P1713 no mostraron
diferencias significativas en la supervivencia en comparacion con el control yw. La heterocigosidad
para keapl mejord su supervivencia en comparacién con ambos (comparaciones por pares
mostraron diferencias solo entre yw frente a yw, keap1”*, S6k*/P1713 p=0.0094) (figura 22, tabla

7). En hembras se observé el mismo resultado (comparaciones por pares, yw frente a yw, keapl

/* S6k-1/p1713 con p=0.0245).
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Figuras 22. Izquierda. Supervivencia de machos mutantes de S6k en alimento con 20 mM de
paraquat. Derecha. Supervivencia de hembras mutantes de S6k en alimento con 20 mM de
paraquat. La presencia de un alelo mutante keapl mejoré la supervivencia de los mutantes S6k
(prueba de rango logaritmico, seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn). N=24-

46 para machos y N=33-58 para hembras.
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Tabla 7. Supervivencia de machos y hembras mutantes de S6k expuestos a paraquat 20 mM

Machos

Genotipo Supervivencia (mediana) N
yw 2.675 46
yw; S6k-1/p1713 2.41528 27
yw; keapl”, *S6k/P1713 389687 24
Hembras

Genotipo Supervivencia (mediana) N
yw 1.164 58
yw; S6k+1/p1713 1.300 33
yw; keapl”*, S6k-/p1713 3.331 35

Respecto a la resistencia al agente oxidante H,0>, los resultados apuntan a que no hay diferencias
significativas en la supervivencia de machos y hembras mutantes de InR o yw; keap1-/+, InR3t%/¢19

ante la exposicion a 3% de H,0; en el alimento (figura 23 y tabla 8).

Para los mutantes S6K, las comparaciones por pares mostraron diferencias entre machos yw
frente a machos yw; keapl”*, S6k"/P1713 (p=0.0090) y yw; S6k-/P1713 frente a yw; keapl”*, S6k"

1/p1713 (n=0.0083) (figura 24 y tabla 9), y no se observaron cambios en las hembras.
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Figura 23. lzquierda. Supervivencia en machos mutantes de InR expuestos a 3% de H.0; en el

alimento. N= 36-69. Derecha. Supervivencia de hembras InR expuestas a alimento con H;0; 3%.

N=11-32.
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Tabla 8. Supervivencia de machos mutantes de InR expuestos a H202 3%.

Machos
Genotipo Supervivencia(mediana) N
Yw 2.52361 69
yw; InR3t5/e19 2.23681 67
yw; keap”*, InR3t/¢19 2.68924 36
Hembras
Genotipo Supervivencia (mediana) N
Yw 1.751 11
yw; InR3t5/e19 2.170 33
yw; keap”*, InR3t/¢19 2.179 32
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Figura 24. Supervivencia de machos (izquierda) y hembras (derecha) mutantes de S6K y controles yw

expuestos a 3% de H,0; en el alimento. N=35-36 para machos y N=17-27 para hembras. La presencia de

un alelo mutante keapl1 mejord la supervivencia de los mutantes S6k (prueba de rango logaritmico).

Tabla 9. Supervivencia de machos mutantes de S6k expuestos a H.02 3%.

Machos

Genotipo Supervivencia (mediana) N
yw 1.64722 35
yw; S6k-1/p1713 1.53403 36
yw; Keapl”/*S6k/p1713 3.62951 36
Hembras

Genotipo Supervivencia (mediana) N
yw 3.205 24
yw; S6k-1/p1713 3.274 27
yw; Keap17*Sek!-1/p1713 2.694 17

Dado que las mayores diferencias se observaron con paraquat, se realizé también la medicién de
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supervivencia a dosis de 10 mM paraquat. En las graficas 25y 26 y tablas 10y 11 se observa coémo
a una menor dosis las mutaciones heterocigotas y homocigotas de keapl si pueden mejorar la
supervivencia en moscas silvestres machos y hembras, ademas de mejorar la supervivencia de los
machos mutantes de InR y machos y hembras de S6k como se observé con las dosis de 20 mM.
Interesantemente, los machos mutantes de S6k sin alelo mutante de keapl también mejoran su

supervivencia a esta dosis.

—— yw; Keap1”
000'\3[ yw. Reap

= yw; Keap1™*
<0.0001 [ w P

Supervivencia (%)

Tiempo (dias)

100: 100

w
w - <0.0001
0.0001 = '
= h [_,_ - Keap1”* SK-1P1713 &£ E yw; Keap1” InRITOES
e <o_ooo1[ ywi feap = 7 ‘0'0001[ TSE19
E ] —— o S6 -1P1713 g - YW n'nR3
g £l
g @
(2} —
0 T T T 1 04 T “T.*I*;I. .
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 25. Supervivencia de machos expuestos a paraquat 10 mM en el alimento. N=63-70. La presencia
de uno o dos alelos mutante keapl mejora la supervivencia de los silvestres y mutantes de InR y S6k.
Prueba de rango logaritmico (p<0.0001). Las comparaciones multiples con correccién de Bonferroni
(0.00556) significativas se sefialan en las graficas.

Tabla 10. Supervivencia de machos expuestos a paraquat 10 mM

Machos

Genotipo Supervivencia (mediana, dias) N
yw 5.0 67
yw; keap”* 6.0 68
yw; keap”” 8.0 70
yw; S6k-1/p1713 7.0 70
yw; keapl”*, S6k/p1713 9.0 63
yw; InR3t5/e19 5.0 70
Yw; keap”*, InR3t5/e19 8.0 67
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Figura 26. Supervivencia de hembras expuestas a paraquat 10 mM en el alimento. N=58-60. La presencia
de uno o dos alelos mutante keapl mejora la supervivencia de las silvestres y mutantes de S6k. Prueba de
rango logaritmico (p<0.0001). Las comparaciones multiples con correccién de Bonferroni (0.00556))

significativas se sefialan en las graficas.

Tabla 11. Supervivencia de hembras expuestas a paraquat 10 mM.

Hembras

Genotipo Supervivencia (mediana) N
yw 3 59
yw; keap”* 7 60
yw; keap™ 6 60
yw; S6k-1/p1713 3 60
Yw; keap17*, Sek/p1713 7 58
yw; InR3t5/e19 4 60
Yw; keap”*, InR3t5/e19 5 57

Para estudiar en detalle la respuesta antioxidante de las moscas mutantes de la via en la insulina

y de Keap1, medimos los niveles de glutatién en las mismas, tanto en condiciones de alimentacion
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normal como en moscas alimentadas por 24 hrs. con alimento con paraquat 20 mM. Como se
observa en la figura 27, independientemente del genotipo las hembras tienen niveles basales de
glutatién menores que los machos, y la exposicion de moscas hembra a paraquat incrementa los
niveles de glutatién, mientras que en machos los niveles de glutation permanecen constantes
entre condiciones de alimentacién. Estos resultados van en linea con los observados en otros
estudios (66), en donde Bayliak et al. encontraron una mayor variacion en los niveles de tioles de
baja masa molecular (antioxidantes no enzimaticos que contienen SH como el glutation (GSH)) en
las hembras mutantes homocigotas de Keapl en comparacién con los machos. Es posible que las

dosis usadas sean demasiado altas como para observar rescate en ellas.

1.4+ mm Control food 1.4
1.24 =3 Paraquat 1.24

Glutation (ng/mg de peso)

Figura 27. Niveles de glutatiéon en machos (izquierda) y hembras (derecha) en condiciones de alimentacion
control o con paraquat 20 mM en el alimento. Una prueba de Anova de dos vias arroja un efecto
significativo del sexo (p<0.001) y efecto significativo de paraquat en hembras (p=0.0021), N=3. Si bien la
mediana de los valores basales de glutation de moscas mutantes de S6k son menores en comparacién con
los otros genotipos, nuestra N es demasiado pequefia y no tenemos el suficiente poder estadistico para

detectar una diferencia significativa.
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Tabla 12. Valores de glutatiéon para machos y hembras.

Machos
Alimento Control + Paraquat 20mM

Genotipo Mediana+EE (ng/mg de

peso)
Yw 0.686%0.220 0.574+0.135
yw; Keapl”- 0.810+0.254 0.841+0.177
yw; Keapl”* 0.577+0.152 0.628+0.160
yw; InR3t5/e19 0.692+0.226 0.794+0.217
yw; Keapl”*, InR3t/e19 0.573+0.167 0.517+0.247
yw; S6k--1/p1713 0.269+0.015 0.342+0.085
yw; Keapl”, *S6k/p1713 0.579+0.144 0.618+0.141

Hembras
Alimento Control + Paraquat 20mM

Genotipo MedianazEE
yw 0.264%0.110 0.462+0.091
yw; Keapl”- 0.259+0.043 0.468+0.109
yw; Keap1”* 0.257+0.101 0.424+0.095
yw; InR3t5/e19 0.356+0.170 0.547+0.160
yw; Keap1”*, InR3t/e19 0.333+0.072 0.540+0.130
yw; S6k--1/p1713 0.253+0.042 0.630+0.060
yw; Keapl”*, S6k/p1713 0.335+0.132 0.427+0.075

7.3 Efecto de heterocigosis para Keapl en parametros metabdlicos de mutantes de la via de la
insulina

Estudios recientes han demostrado que los genes cuyos productos estan implicados en el
metabolismo energético son también regulados por la via de Nrf2/CncC, en particular en lo que
respecta al metabolismo de lipidos. Por ejemplo, en modelos de ratéon Knock-out para Nrf-2 o
Knock-down para keapl a menudo se observa que la activacion de Nrf2 y el decremento de estrés
oxidativo se correlaciona con un decremento en lipogénesis, mientras que una disminucién de la
actividad de Nrf2 no sdlo tiene como consecuencia mayor estrés oxidante, sino también mayor

lipogénesis (67). En Drosophila se ha observado que moscas mutantes de Keapl tenian menores
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niveles de triglicéridos (58) y que la hiperactivacién de CncC iba acompafiada de una disminucién
de la formacion de lipidos en el cuerpo graso (68). En estudios con ratones cuyos higados no
expresan Nrf2 se identificd que el ARN mensajero de los genes que codifican para las enzimas de
la via de las pentosas fosfato eran bajos con la deficiencia de Nrf2 y altos con la activacién de Nrf2,
y la concentracién de NADPH era mds baja en ratones sin Nrf2, ademds de que los genes
implicados en la sintesis y desaturacién de los acidos grasos fueron regulados a la baja con la
activacidon de Nrf2, indicando que Nrf2 era importante para la produccion de NADPH y su
direccionamiento como principal recurso reductor para eliminar el estrés oxidativo (ayuda en la
regeneracion del glutatiéon y la tiorredoxina), en vez de su uso en la sintesis y desaturacion de

lipidos (69).

Para estudiar si la mutacion de Keapl podria tener también un efecto en los niveles de lipidos de
las mutantes de la via de la insulina (en las que a menudo se encuentran regulados al alza),
medimos los niveles totales de los mismos en machos y hembras de 7 dias post-eclosion. En la
figura 28 se observa que, tanto para machos como hembras, la presencia del alelo mutante de
Keap1 disminuye los niveles de lipidos totales para mutantes de InR, y para hembras mutantes de
S6k. En general, la activacién de la via del Nrf2 por medio de la reduccidon de Keap1l tiende a reducir

los niveles de lipidos presentes.
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Figura 28. Niveles de lipidos totales en machos (izquierda) y hembras (derecha). Una prueba ANOVA reveld
gue existia una diferencia estadisticamente significativa en machos (F (5, 66) = 3.544, p=0.0067) y hembras
(F (5, 59) = 3.146, p=0.0139). Las pruebas de Dunnett para comparaciones multiples revelaron que la
presencia de un alelo mutante de Keapl contribuye a la disminucion de niveles de lipidos en machos y

hembras mutantes. N=12.

Los niveles de glucosa son mayores en mutantes machos y hembras de InR, y varian a la baja
cuando las moscas presentan también un alelo mutante de Keapl. Curiosamente, los machos
mutantes heterocigotos y homocigotos de Keapl presentan menores niveles de glucosa, mientras
que las hembras mutantes de keap17*, S6k"/P1713 muestran mayores niveles de glucosa (figura
29). Para los niveles de glucégeno también se observé un efecto positivo con la reduccién de
Keapl en machos mutantes de /nR y S6k y en hembras mutantes de InR, aunque los niveles se
mantuvieron altos para hembras mutantes de Sé6k (figura 30). Dichos resultados se discutiran en
la siguiente seccidn, pero en general, la activacion moderada de la via del Nrf2 via la disminucion
de Keap1l tiende a reducir los niveles de lipidos y carbohidratos (medidos aqui para glucosa y

glucdgeno).
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Figura 29. Niveles de glucosa en machos (izquierda) y hembras (derecha). N=9. Al igual que en el caso de
los niveles de lipidos, la presencia de un alelo mutante de Keap1 contribuye a la disminucién de niveles de
glucosa en machos y hembras. Prueba de Anova para hembras (F (6, 56) = 4.701, p = 0.0006), y machos (F

(6, 56) = 15.56, p=0.0014), seguidas de pruebas de Dunnett para comparaciones multiples.
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Figura 30. Niveles de glucdégeno en machos (izquierda) y hembras (derecha). N=8-9. La presencia de un
alelo mutante de Keapl contribuye a la disminucidn de niveles de glucégeno en machos y hembras de la
insulina, y rescata los niveles en machos S6k también. En hembras se mantienen los niveles altos. Prueba
de Anova para hembras (F (6, 54) = 10.67, p<0.0001), y machos (F (6, 56) = 12.35, p<0.0001), seguidas de

pruebas de Dunnett para comparaciones multiples.
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En general, se observa que la reduccién de la actividad de Keapl puede rescatar algunas de las
desregulaciones metabdlicas que presentan las mutantes de la via de la insulina, con mas claridad

en las mutantes de InR que S6k, como se discute luego.

Los estudios en mamiferos y Drosophila han demostrado que las vias de la insulina y del Nrf2
interactUan entre si para regular la homeostasis metabdlica y la necesidad de nutrientes para la
reproduccidn/supervivencia. Sin embargo, sigue siendo un desafio desentrafar los mecanismos y
la aplicabilidad de las observaciones entre especies y estudios, ya que a veces dan resultados
aparentemente contradictorios, probablemente debido a diferencias experimentales (sexo, dieta,
antecedentes genéticos, respuestas hormeéticas, etc.). No obstante, una observacién comun es
gue Nrf2 influye en el metabolismo de lipidos. Es posible que el efecto positivo que la mutante de
Keap1 tiene sobre las mutantes de la insulina se deba no sélo a una regulacién al alza de CncC,
sino también a una regulacién a la baja de los efectos nocivos de perturbar la seializacion de la
insulina, como lo es la dislipidemia e hiperglicemia. En estudios previos en la mosca de la fruta la
regulacién al alza o a la baja de CncC en animales tratados con metformina fue perjudicial para su
supervivencia, mientras que la regulacion a la baja de la sefializacidn de la insulina mejoré el

metabolismo y la esperanza de vida en moscas con sobreexpresion de CncC (66).

7.4 Andlisis transcriptdmico de mutantes de S6k

Dado que, ademads de los cambios metabdlicos, observamos una mejora de supervivencia mas
clara en mutantes de S6K que de InR, realizamos un analisis transcriptdmico de moscas de 7 dias
para dilucidar posibles mecanismos en juego. La figura 31 muestra en analisis de componentes
principales de los tres replicados bioldgicos usados para comparar las cepas yw y S6kP1713/11 |
grafico de calor muestra los 50 genes con mayor diferencia entre cepas y sefiala la relacién entre
replicados, y el boxplot de los genes diferencialmente expresados. Se encontrd que un total de
132 estan regulados al alza en la cepa control comparada con la mutante S6k, mientras que 297

genes se hallaban a la baja. La tabla 13 presenta la lista completa.
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Tabla 13. Genes diferencialmente expresados en la cepa yw comparada con S6k.

Regulados al alza
Amy-p
Ddc

dwg

fw

Hsp23
E(spl)mbeta-HLH
ncd

T48
Klp67A
Mdr49
cas
GstD3
1(2)03659
dhd

Pxn

Taf2
1(2)dtl
Jon25Bi
Cht4
Syt4
Jhi-26
CG18480
CG5888
lcs
CG15784
CG4078
CG1575
CG18262
CG15247
CG15312
CG11802
Tango4
CG12721
CG11679
CG9723
CG15044
Ing3

Syx8
CG14456
Osi24
CG9801
CG9458
CG12592
CG4570
scpr-C
CG6118
CG5285
MtnC
sosie
IntS12
CG6296
CG6283
CG5590
CG9682
CG18404
CG15534
Jon99Fi
CG15547
meso18E
ACXD
CG18661
Ilp7

Lerp
CG31106
CG31157
CG31436
CG31683
CG31928
Cap-D3
CG32537
CG33109
lectin-37Da
CG33926
snRNA:U11

Regulados a la baja en yw comparada con S6k

c(3)G
Cp15
dec_1
fz

bnb

Glt
1(2)tid
Men
mus308
ndl
pwn

rst
Jon99Ciii
spo
Vm26Aa
Vm34Ca
Ypl
CrebA
fs(1)N
fs(1)M3
Gel
GstS1
emp
Fkbp14
(0)4
Ser12
AcCoAS
Cyp6a8
Dhc36C
Vm32E
mia
Cyp4e3
Cyp4pl
Cyp9b2
Dot
Pastl
Reg-2

CG3775
CG15721
CG12716
CG12398
mthl1l
CG7322
ND-15
CG5126
CG5397
Cyp309a1
CG3285
CG3036
Cyp28d1
Tsp26A
Cyp4d21
CG13795
CG7149
CG7227
CG12560
LManlll
LManlV
LManVI
CG9510
CG13114
CG6508
CG16743
CG16965
Tom70
CG4650
CG17321
fon
Osegb
ACC
FANCI
Cyp4p2
egr
Prx2540-2

CG11261
CG14111
CG10154
CG10725
CG9384
Cad74A
CG13728
CG4306
Cypl2c1
CG5618
CG1077
CG7800
CG7352
CG9837
CG9396
CG12947
CG14692
CG12224
CG3397
CG4830
CG4066
CG12279
CG5999
Cyp304a1
CCHa2
CG3259
Cads8C
CG14855
CG6912
CG3984
CG10407
CG4009
CG14309
CG4733
CG5697
CG5793
CG5778

CG32267
Drsl4
CG32373
CG32581
CG32642
Murl1Da
ssp7
CG32698
Cubn
CR32773
Muc4B
CG33062
LRP1
CG33120
lectin-37Db
ND-AGGG
CG31808
GstE8
CG34284
vml
Pdel1l
Snoo
CG34426
CR40190
psd
Vm26Ac
apolpp
CG8628
drd
CG30002
HIP

PPO3
alpha-Est5
kdn

mid
CG42807
1(2)41Ab
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CG14615
CG4415
CG4896
CG17260
CG12795
Fnta
Jon25Biii
Jon25Bii
CG14036
CG7239
Nha1l
CG7231
CG7300
CG9377
CG8665
CG11125
Drat
CG8027
CG8299
CG15711
jtb

Jheh3
CG4269
CG5554
msd1
CG13921
CR15821
ntc
CG1311
CG9948
CG8038
Nf-YA
CG10943
CG10222
CG10738
CG10089
Cpr72Ec

CG41378
spn-F
CG42397
CG42450
CG42694
CR43250
Phae2
Myo10A
CG43689
hwt
CR44035
CG45071
CR45192
CR46147
Drs
FBti0018967
FBti0019110
FBti0019466
FBti0020031
FBti0059693
FBti0062820

Ork1
Ser8
ATPCL
pug

Tsfl

Lip3

vig
IKKbeta
Sodh-1
Mur2B
Torsin

scf
CG8083
Ady43A
CG17322
CG4302
CG6495
CG14526
PCB
CG4757
kirre
Drep2
VhaM9.7-c
Dhit

dao
CG7631
Tollo
CG15571
CG15570
CG16756
frma
CG9650
Ir7c
CG3106
CG1468
CG1889
CG2909

CG13185
CG8550
CG8785
St4

clu
CG8303
CG10764
CG10936
PIG-A
CG14500
CG15096
CG15117
CG8654
mRpL54
Cht9
wdp
Liprin-vy
Cyp6d2
CG3788
CG2736
CG9186
Sherpa
Cyp4d20
CG14985
CG10477
JonB5Aii
CG8562
PGRP-SD
CG7565
Jon66Ci
CG5194
UGP
CG18179
chrb
CG14125
CG14118
CG14117

CG13609
CG11089
CG13658
CG6277
CG17189
CG9747
PH4alphaEFB
CG15553
Asator

Gat

hgo
CG3699
Tep4
Femcoat
Cyp309a2
lambdaTry
CG32444
Cprd9Ab
CG30091
NT5E-2
CG30151
CG30281
CG30431
Cypl2d1-p
PH4alphaPV
CG31087
CG31205
CG31233
CG31259
Gbalb
CG31648
Nnflb
CG31661
CG31664
CG31769
CG31869
CG31915

CG43085
dati
CG43163
CG33941
axo
CR43242
CG43333
CR43361
Cht6
CG43394
CG43402
gin

mwh
CR43837
Hr4
CR44003
CR44124
CG44153
CR44383
CR44417
CR45126
CR45601
CR45713
CR45714
CR46064
FASN1

tyn
FBgn0286071
FBgn0287423
FBgn0287614
FBti0018869
FBti0019220
FBti0019430
FBti0019469
FBti0020178
FBti0061766
FBti0063565
FBti0102111
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Figura 31. Arriba, izquierda. Andlisis de principales componentes de las muestras usadas. Arriba, derecha.
Boxplot mostrando los genes diferencialmente expresados. Abajo. Top 50 de genes regulados al alzay a la
baja en yw comparada con S6k. Graficas realizadas con DESeq2 y GSEA (70-72)
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Entre los genes relacionados a la respuesta antioxidante afectados, se observa que la
metalotioneina C, proteina relacionada con resistencia a multiples drogas 49, y la peroxidasina
estdn al alza en la cepa control, mientras que la glutation-S transferasa S1 y E8, la subunidades
del Citocromo P450 4e3, 4pl, 9b2, 4p2, 4d20 y 12c1, la UDP-glycosiltransferasa familia 36
miembro E1, peroxiredoxina 6¢, sulfotransferasa 4, enzima malica, CG13658 y CG4009 estdn al

alza en la cepa mutante.

Ademas utilizamos Metascape (73) y Pathview (74) para identificar rutas y genes de interés
enriquecidos o suprimidos en la cepa control comparado con la cepa mutante. Como se observa
en la figura 32, varias de las vias que se observan activadas en la cepa S6k refieren al metabolismo.
En la figura 33 se observa que para los genes cuya expresion es tejido-especifica y que estan
diferencialmente expresados, se encuentran comunmente en ovarios, intestino medio y cabeza.
La figura 34 representa un grafico de red, donde los genes diferencialmente expresados al alza en

la cepa s6k y que pertenecen a clisteres similares estdn conectados.

? G0:0007304: chorion-containing eggshell formation
WP568: Fatty acid biosynthesis
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=]

————— ]
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dme00040: Pentose and glucuronate interconversions - Drosophila melanogaster (fruit fly)
R-DME-211859: Biological oxidations

GO0:0005975: carbohydrate metabolic process

R-DME-5578768: Physiological factors

GO:0006805: xenobiotic metabolic process

G0:0019432: triglyceride biosynthetic process

GO:0045087: innate immune response

GO0:0007156: homophilic cell adhesion via plasma membrane adhesion molecules
GO0:0007306: egg chorion assembly

R-DME-434313: Intracellular metabolism of fatty acids regulates insulin secretion
R-DME-6798695: Neutrophil degranulation

dme00350: Tyrosine metabolism - Drosophila melanogaster (fruit fly)
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Figura 32. Graficos de barras realizada con Metascape. Arriba. Se visualizan los principales grupos de
enriquecimiento no redundantes en s6k comparada con yw. Abajo. Los principales procesos biolégicos de
Gene Ontology enriquecidos en s6k comparada con yw. Para los genes enriquecidos en yw no se

observaron procesos bioldgicos especificos.
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Figura 33. Graficos de barras realizada con Metascape donde se identifica enriquecimiento de grupos de
acuerdo al repositorio de PaGenBase (75), donde se recopilan patrones de expresién de genes especificos
en diferentes tejidos. Arriba. Se visualizan los principales grupos de enriquecimiento en S6k comparada

con yw. Abajo. Se visualizan los principales grupos de enriquecimiento en yw comparada con S6k.
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Figura 34. Red de términos enriquecidos realizada con Metascape y Cytoscape (76). Los colores de los

nodos representan el ID de cluster, y los nodos con igual ID estan conectados.
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Mediante GSEA también se pudo observar a detalle dos de las vias con mayores diferencias entre
las cepas. Las figuras 35 y 36 muestran los cambios globales en las vias de la sintesis de lipidos y
la via de la pentosa fostato, donde se observa una supresién general en la cepa control comparada

con la cepa S6k.
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Figura 35. Via de sintesis de dcidos grasos realizada con Pathview donde se observan genes

consistentemente suprimidos en la cepa control yw comparada con S6k.
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Figura 36. Via de la pentosa fosfato realizada con Pathview donde se observan genes consistentemente

genes suprimidos en la cepa control yw comparada con S6k.
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8.DISCUSION

Ciclos de suefo y actividad en mutantes de Keapl.

Estudios previos en Drosophila han seialado que la regulacion a la baja tanto de CncC como de
Keapl mediada por ARNi en el sistema nervioso de la mosca tienen efectos complejos sobre los
patrones de suefio y actividad; por ejemplo, regulan en sentido opuesto la longitud y nimero de
episodios de suefio, pero el efecto neto de ambas manipulaciones genéticas es una disminucién
en los niveles de actividad (64), algo que posiblemente ocurre a través de interacciones con ciclos
circadianos sensibles a niveles redox (77). En mamiferos se sabe que el reloj circadiano estd
involucrado en la regulacion de los niveles de EROs y las actividades de la defensa antioxidante,
como la sefializacidon de Nrf2. Por ejemplo, proteinas reloj como Clock y Bmall pueden regular
positivamente la transcripcién de Nrf2 (34). Si como ocurre en mamiferos CncC es positivamente
regulado por Cycle (Bmall), es posible que al permitirse un mayor nivel de translocacién de
Nrf2/CncC al nucleo cuando hay menores niveles de Keapl se esté acentuando la respuesta a la
regulacién circadiana, lo que explicaria nuestros resultados que corroboran un papel regulador
de CncC/Keap1 en los niveles de actividad y ritmicidad: Poseer un alelo mutante para Keapl fue
suficiente para que tanto mutantes hiperactivas (InR) como hipoactivas (S6k) recuperaran los

niveles basales de actividad.

\ E box
ot QO
_-_E%./P‘{i’ deCnoC atnicteo

E box

Respuesta mas robusta de

; N CncC =—— CncCy genes rio abajo al

control circadico.
ARE

Figura 37. Adaptado de (78). Disminuir la actividad de Keap1 podria permitir una mejor respuesta de la

via de CncC al control circadico.
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Metabolismo y supervivencia a retos oxidantes en mutantes de la via de la insulina y mutantes de

Keapl.

Mutantes de Sé6k.

Las mutantes yw; S6kP1723/1 presentan menor talla e hiperlipidemia que empeora con la edad
(descrito en 35). Aunque se hubiese esperado que la hipoactividad que se presenta esta cepa
pudiera ser beneficiosa (se ha visto que en Drosophila como en otros organismos el suefio ayuda
a mejorar la respuesta al estrés oxidativo (47,48)), los resultados fueron mixtos pues si bien en
machos la mutantes de S6k si sobreviven por mas tiempo en el alimento con paraquat 10 mM, en
hembras no parecen diferir de la supervivencia con respecto de las silvestres ante la presencia de
pro-oxidantes en el alimento. Al igual que en las mutantes de InR, la reduccién moderada de
Keap1 restaurd los niveles de actividad y mejord la supervivencia, en este caso en ambos sexos,
no solo en machos, y también disminuyd los niveles de lipidos en hembras, aunque los niveles de

glucosa y glucégeno sélo se rescataron en machos y no en hembras.

Los resultados del analisis transcriptdmico arrojan posibles explicaciones detras de estos
resultados: se observd un mayor numero de genes antioxidantes regulados positivamente en la
cepa S6k comparada con la cepa control, en particular genes de subunidades de citocromo P450
y genes involucrados en la regeneracion de NADPH (mediante la via de pentosas fosfato) y
glutatidn, lo que explica la mejor resistencia a bajas dosis de paraquat. Ademas, los altos niveles
de lipidos y glucdgeno observados en esta cepa pueden explicarse por el amplio enriquecimiento
de genes involucrados en el metabolismo de lipidos. En particular, la sintesis de acidos grasos de
novo requiere la accion enzimatica de las enzimas Carboxilasa CoA (ACC) y Sintasa de acidos
grasos, con la FASN1 siendo la isoforma principal en el cuerpo graso (79) (y ambas expresadas al
alza en S6k). Cuando el incremento de produccion de glucédgeno no es suficiente para metabolizar

los carbohidratos consumidos y evitar que produzcan AGEs u otros productos no deseados, el
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incremento de actividad de la FASN1 permite redireccionar el exceso de carbohidratos a la sintesis

de acidos grasos (80).

: Cuerpo graso

Cluco’geg/d
 Glucosa ?-’

Metilglioxal ~

Carbohidratos

: v
Detoxificacion

Figura 38. Adaptado de (80). La actividad de la FASN1 es imprescindible para aprovechar los nutrientes y
disminuir la formacion de AGEs. S.Gli: Sistema glioxalasa. PFK1: fosfofructocinasa 1. Glo1: Glioxalasa 1.

FASN: Acido grasa sintasa. AGE: productos de glicacién avanzada.

Dado que se ha propuesto que en mamiferos la via de Nrf2 activa expresion de genes de la via de
la pentosa fosfato para producir mas NADPH y usarlo en la reduccion de glutation y EROs, y a su
vez suprime la expresidon de genes que participan en la sintesis de lipidos y que requieren de
NADPH, tales como la FASN (40), si los mismos mecanismos participan en la mosca de la fruta, se
explicaria porqué la mutacidon heterocigota de Keapl puede mejorar aln mas la resistencia a
estrés oxidante y rescatar los niveles de lipidos, pero no necesariamente los niveles de
glucosa/glucégeno en mutantes de S6k: ambas mutaciones (en Keapl y S6k) actian en sinergia
para incrementar la producciéon de NADPH y moléculas/enzimas antioxidantes, y se contrarrestan

en la sintesis de lipidos, pero no necesariamente en la acumulacidn/sintesis de carbohidratos.
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Figura 39. Adaptado de (40). Mecanismo propuesto de efecto de las mutaciones de S6k y Keap1 en

metabolismo de lipidos y respuesta antioxidante.

También es importante resaltar que en la cepa mutante de S6k el gen outwardly rectifying K+
channel-1 (ORK1) (homdlogo de TREK-1 en Drosophila) se encontraba enriquecido. Este gen
participa en la regulacién del suefio y su sobreexpresion aumenta el tiempo de suefio. Si bien se
conoce el efecto de la via de TOR y S6k en particular en el suefio (81), y a menudo se presume que
se debe a una disminucion generalizada de la sintesis de proteinas. Este resultado, junto con la
plasticidad de la actividad locomotora en las mutantes de S6k (dado que los niveles de actividad
locomotora se rescatan con la presencia de un alelo mutante de Keap1) indica que podria deberse

a la desregulacion de proteinas especificas, tales como ORK1.

Mutantes de InR.
Las moscas mutantes yw; InR1°/InR3® muestran mayores defectos metabdlicos en comparacion
con las moscas silvestres y las moscas mutantes de S6k, en términos de mayores niveles de
carbohidratos y lipidos totales, que ademas son mas visibles en hembras y empeoran con la edad.
En este estudio no observamos un defecto obvio en la respuesta de estas moscas mutantes ante

los retos oxidantes, pues si bien mejord la supervivencia de machos por encima incluso de la
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supervivencia observada en moscas silvestres, en hembras no tuvo efecto. Lo que si se observo
fue que una reduccién moderada en la actividad de Keapl disminuyé los niveles de lipidos,
glucosa y glucégeno. Al igual que se propuso anteriormente, estos cambios también podrian
deberse en parte al efecto negativo de Nrf2/CncC en la sintesis de lipidos, y es posible que para
observar el efecto positivo de Keapl”* en la respuesta antioxidante se requiera en primera

instancia de una mejora metabdlica suficiente.

En general, se observéd que la reduccién de la actividad de Keapl puede disminuir las
desregulaciones metabdlicas y conductuales presentes en las mutantes de la via de la insulina y
mejorar su respuesta al estrés oxidante, pero es un efecto leve por lo que es mads claro en machos
(que tienen menor desregulacion metabdlica comparados con las hembras mutantes, y mayores
niveles basales de glutatidn total) y varia dependiendo del estrés oxidante administrado, siendo
mas notorio con paraquat 20 mM o 10 mM que con perdxido de hidrégeno al 3%. Este ultimo
caso es consistente con lo anterior, pero parece ser que, para fines practicos, en estas
condiciones, la exposicion con peréxido de hidrégeno 3% termina generando una fuente de

mayor estrés oxidante para las moscas a la concentracion usada.
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9.CONCLUSIONES

En la mosca de la fruta, mutaciones en los genes que participan en la via de la insulina, como /InR
y S6k, inducen un incremento generalizado de carbohidratos (glucégeno, glucosa) y/o lipidos,

ademas de cambios en la actividad locomotora.

En este trabajo observamos que en el caso de la respuesta antioxidante, la heterocigosis para
Keapl tanto en moscas silvestres como en mutantes de la via de la insulina puede mejorar la

supervivencia ante condiciones oxidantes, con un beneficio mds claro en

» Moscas alimentadas con paraquat 10 mM (vs dosis de paraquat de 20 mM).
» Machos (vs hembras).

» Mutantes S6k (vs mutantes de InR).

Ademas, la heterocigosis para Keapl también puede disminuir los niveles de lipidos vy
carbohidratos de las moscas mutantes de la via de la insulina, lo que resalta el potencial de la
manipulacidon de la via de Nrf2 para la mitigacion del desbalance metabdlico en el estado

diabético.
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