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RESUMEN

Actualmente se conoce la mayor parte de la via del péptido andlogo a insulina en Drosophila melanogaster,
pero aun se desconoce a partir del paso en el que se parte hacia el metabolismo de lipidos. Por tal motivo, en
este trabajo, se realizaron determinaciones lipidicas en moscas silvestres asi como en mutantes homocigotas y
heterocigotas, para CHICO, dRheb, dInR, Dp110, dPKB y dS6K. Se obtuvo que los organismos homocigotos
presentaron una mayor cantidad de lipidos en comparacién con los heterocigotos y silvestres, con excepcién de
los organismos mutantes homocigotos para dS6K, donde la cantidad de lipidos totales fue menor que la de sus
heterocigotos correspondientes. Asi mismo, se observé que, a excepcion de las mutantes homocigotas para
dRheb, el incremento en la cantidad de lipidos totales en moscas homocigotas mutantes, fue mayor entre mas
cercana al inicio de la via del péptido anilogo a insulina, actde la proteina cuyo gen estda mutado.
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ABSTRAC

At present, the peptide analog of insulin pathway in Drosophila melanogaster is understanding in the main,
but the step to lipid metabolism in this pathway is unknown. For this reason, in this article, the lipid
determination was carried out in wild flies and CHICO, dRheb, dInR, Dp110, dPKB and dS6K homozygous
and heterozygous mutant flies. The results shown that homozygous flies had more lipids than heterozygous
and wild flies; except dS6K homozygous mutant flies, whom lipids were fewer than dS6K heterozygous flies.
Furthermore, the lipids increase was more in homozygous flies who was a mutation in a gene whom protein
participates at the beginning of the peptide analog of insulin pathway; this result did not occur in dRheb
heterozygous flies.
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INTRODUCCION viene en la via del péptido andlogo a insulina, y
es homologa a la proteina llamada sustrato de
receptor de insulina de vertebrados; la funcién
de CHICO es el control de la talla celular y cor-
poral y el mimero celular; de modo que, al mutar
el gen que codifica para esta proteina resulta en
una reduccion del 40% del tamaiio corporal de la
mosca con respecto a las moscas silvestres, asi

Drosophila melanogaster es un buen modelo
para estudiar la via de la insulina debido a su alta
homologfa con el ser humano, ademds de poseer
un ciclo de vida corto y un alto indice reproduc-
tivo. En dicho diptero se ha caracterizado a la
proteina CHICO (Bohni et al, 1999), que inter-
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TABLA 1. Genes codificantes para proteinas homologas de la via de la insulina, en vertebrados y en Drosophila melanogaster.

Genes codificantes para proteinas de la via
de la insulina en vertebrados

Genes codificantes para proteinas de la via
del péptido analogo a insulina en Drosophila

melanogaster
InR dinR
IRS CHICO
PI3K Dp110
S6K dSe6K
PKB dPKB
Rheb dRheb

como en una duplicacién en la cantidad de lipi-
dos de la misma.

La via de la insulina estd en funcién de una
cascada fosforilativa. En vertebrados por ejem-
plo, la insulina se une a su receptor (InR) en la
membrana celular, cambiando la conformacién
del mismo y permitiendo su autofosforilacién en
los residuos de tirosina, y por tanto la unién de
la proteina llamada sustrato del receptor de insu-
lina (IRS), a la que se une la cinasa lipidica 3
(PI3K) mediante su subunidad regulatoria p85;
dicha cinasa lipidica fosforila al fosfatidil inosi-
tol 4,5-bifosfato a fosfatidil inositol 3,4,5-trifos-
fato; este dltimo se une a la cinasa de fosfoinosi-
tidos 1 (PDK1), la cual a su vez, fosforila a la
cinasa ribosomal 6 6 S6K (que interviene en la
traduccion del ARN mensajero; se cree que esta
proteina es activada también mediante la protei-
na G tipo ras, asf como por aminodcidos hidroxi-
lados, segtin Montagne et al, 1999) y a la cinasa
B (PKB); esta tltima fosforila e inactiva a la
cinasa 3-glicégeno sintasa (GSK3). La inactiva-
cion de GSK3, permite la sintesis de proteinas,
ya que al estar inactiva no puede fosforilar e
inactivar al factor traduccional rico en guaninas
elF2. La autofosforilacién del receptor de insuli-
na, permite la fosforilacion de un complejo de
protefnas adaptadoras llamado Cap, que inter-
vienen en la activacién del transportador de
glucosa Glut4, indispensable para proporcionar
glucosa al proceso de sintesis de glucégeno. Este
proceso de la via de insulina en vertebrados es
similar al que ocurre en Drosophila melanogas-
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ter, salvo que en este diptero no existe insulina
como tal, sino 7 péptidos andlogos a la hormona,
que activan a su receptor, desencadenando la
cascada fosforilativa por proteinas homdlogas a
las de los vertebrados. Los genes codificantes
para estas proteinas homdlogas a las de verte-
brados, en el insecto, se muestran en la TABLA 1,
(donde la “d” afiadida refiere a la especie Dro-
sophila melanogaster).

Respecto al tamafio corporal en D. melano-
gaster, la regulacion del mismo depende de la
activacion de las proteinas CHICO (Bohni et al,
1999), Dp110 (Leevers, 1996), dS6K (Montag-
ne, 1999) y dRheb (Saucedo, 2003). Mientras
que dPKB estd involucrada en la regulacion de
la sintesis proteica (Miron, 1999).

Sin embargo, en la via de la insulina y en la
del péptido andlogo a esta hormona, se descono-
ce a partir del paso en el que se parte hacia me-
tabolismo de lipidos.

MATERIALES Y METODOS.

Obtencion de mutantes.

Las cepas mutantes fueron donadas por la
Universidad de Zurich, Suiza, y se obtuvieron
mediante inserciones o deleciones de elementos
P en el genoma (estos elementos, son transposo-
nes que cambian de posicion secuencias de dcido
desoxirribonucleico). Los genes mutados se
muestran en la TABLA 2.

Para obtener mutantes viables, se cruzaron
cepas balanceadas en alelos de cada gen en estu-
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TABLA 2. Genes codificantes para proteinas participantes en la via del péptido analogo a insulina de Drosophila melanogaster,

mutados mediante elementos P.

GEN ALELO MUTACION PROTEINA INFORMACION
dinR E19 SQnreglon no codificante del Receptor de insulina glgrr]nlnumon de la transcrip-
dinR 5545 Insercién P en el primer exdn Receptor de insulina  Hipomorfo

Dp110 A Insercion P dos

Dp110  2H1 Insercién P dcégasa de fosfoinositi-
dseK  P1713 L’:)Sdelfrl‘é';’:tg enregionno  inasa p70S6

dS6K  L-1 Eﬁr'ﬁgiréenxg’r‘]predsa enel  Ginasa p70s6

dPKB 1 Ei:::aminio con actividad Cinasa B

dPKB 3 En dominio de union Cinasa B

dRheb 721 ggnregién no codificante del Proteina G tipo Ras
dRheb. 44.1 ggnregién no codificante del Proteina G tipo Ras
CHICO ME31B En region codificante del gen CHICO

CHICO bsk En region codificante del CHICO

gen

Cinasa de fosfoinositi-

Disminucioén de la transcrip-
cion

Hipomorfo

Disminucioén de la transcrip-
cion

Pérdida de funcion

Pérdida de funcion
Hipomorfo

Hipomorfo

Pérdida de funcion
Pérdida de funcion

Pérdida de funcién

dio (cepas donde ambos progenitores poseen
s6lo una mutacidn en el gen codificante para una
de las proteinas de la via del péptido andlogo a
insulina, en uno de los dos cromosomas homo-
logos), obteniendo moscas homocigotas mutan-
tes (heteroalélicas) y heterocigotas. La excep-
cion a la obtencion de mutantes descrita ante-
riormente fueron las cepas mutantes para CHI-
CO, ya que los homocigotos de un unico alelo
son viables. Las cruzas realizadas fueron: dIn-
R(E19) x dInR(5545); Dp110(2H1) x Dp110(A);
dS6K(P1713) x dS6K(L-1); dPKB(1) x dPKB(3)
y dRheb(7A1) x dRheb(44.1). Realizando estas
cruzas se seleccionaron moscas hipomorfas hete-
roalélicas viables.

Determinacion lipidica.

Se realizaron determinaciones lipidicas a 30
moscas mutantes homocigotas y 30 heterocigo-
tas (5 moscas por cepa mutante; donde cada una
de estas cepas, era mutante para uno de los 6
genes implicados en la via del péptido andlogo a
insulina), con un total de tres repeticiones. Asi
mismo se determinaron los lipidos totales de 15

moscas silvestres como control positivo. Como
control negativo se utilizaron las homocigotas
mutantes para CHICO, pues se ha descrito
(Bohni et al, 1999) que dichas mutantes incre-
mentan al doble sus niveles lipidicos en compa-
racién con las moscas silvestres. La determina-
cién de lipidos totales se llevé a cabo segiin el
método de Van Andel (1985), bajo el siguiente
procedimiento: Moscas de 6 dfas de nacidas se
congelaron a -72 grados centigrados por 24 ho-
ras, a fin de detener su metabolismo y de preser-
var en buen estado los tejidos. Posteriormente se
obtuvo el peso de los dipteros y se procedid al
secado de los mismos en el horno, a 100 grados
centigrados, durante una hora para evitar que el
agua corporal interfiriera en el andlisis lipidico.
Se realizé un homogenizado con las moscas en
viales, agregando 500 microlitros de una mezcla
de metanol:cloroformo (1:1), para disolver los
lipidos del insecto. El homogenizado se decantd
dentro de tubos de ensayo. Se evapord el solven-
te en el termoblock a 100 grados centigrados y
los tubos se dejaron enfriar aproximadamente
por 10 minutos. Se agregaron a cada tubo 2.3 ml
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de reactivo de vainillina como indicador (dicho
reactivo contiene 600 mg de vainillina en 400 ml
de dcido fosfdrico al 85%). Los tubos se agitaron
para que se mezclara el reactivo de vainillina,
hasta observar un color rosado y se dejaron re-
posar durante 5 minutos. Posteriormente se de-
termind la absorbancia en el espectrofotémetro a
una longitud de onda de 525 nandmetros. El
aparato se calibré previamente con agua destila-
da a 0% de absorbancia. Después se realizé un
andlisis de regresion lineal a partir de la curva
patrén (explicada mds adelante), para obtener los
microgramos de lipidos mediante extrapolacién
de datos; para tal fin, se colocé la absorbancia
registrada en el eje de las ordenadas y los micro-
gramos de lipidos en el eje de las abscisas. Una
vez obtenidos los microgramos de lipidos, se
dividieron entre el peso fresco obtenido ante-
riormente, resultando asi microgramos de lipidos
por miligramos de peso fresco de la mosca (lipi-
dos totales).

Elaboracion de la curva patron.

Para la elaboracién de una curva patrén se
colocaron en 4 tubos de ensayo 50, 100, 200 y
400 microlitros, respectivamente, de una mezcla
de lipidos de soya con cloroformo (a razén de 1
mg de lipidos por ml de cloroformo). Posterior-
mente, se siguié el mismo procedimiento de
determinacion lipidica, excepto al agregar 4.8 ml
de vainillina por tubo y no 2.3 ml como se des-
cribi6 anteriormente.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Microgramos de lipidos obtenidos en base a
la curva patron.

Los resultados del promedio de las tres repe-
ticiones, de la obtencién de microgramos de
lipidos para cada cepa mutante, mostraron una
tendencia general al incremento de absorbancia
registrada si se incrementaban también los lipi-
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FIGURA 1. Relacion Microgramos de lipidos y Absorbancia (a 525 nm) de moscas A) heterocigotas, B) homocigotas y C)

Silvestres; en funcion de la curva patron.
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FIGURA 2. Promedios de los lipidos totales (ng de lipidos/mg
de peso fresco) en cada cepa mutante, tanto en moscas hetero-
cigotas como en homocigotas. Se muestra también el prome-
dio de lipidos totales en las moscas silvestres.

dos; esto se refleja en el coeficiente de correla-
cién lineal calculado a partir de la curva patrén
(r = 0.9893), que muestra una correlacion alta
entre estas dos variables; estos resultados ocu-
rrieron tanto en moscas heterocigotas, homoci-
gotas y silvestres (FIGURA 1). Cabe mencionar
que, la ecuacion de regresion lineal obtenida a
partir de la curva patrén para la obtencién de los
microgramos de lipidos fue: 0.16447 + (0.00665
* absorbancia).

Disminucién de lipidos totales en cepas
homocigotas mutantes para dS6K.

Se observé una tendencia al incremento de
lipidos totales (microgramos de lipidos/mg de
peso fresco) en las moscas homocigotas, en
comparacion tanto con sus heterocigotas como
con las moscas silvestres (cuyo promedio de
lipidos totales fue de 69.9793 pg de lipidos/mg
de peso fresco, con una desviacion estdndar de
+10.7498). Sin embargo, esta tendencia no se
mantuvo en las moscas homocigotas mutantes
para dS6K (cuyo promedio de lipidos totales fue
de 52.77 ng de lipidos/mg de peso fresco), ya
que al contrario de las demds mutantes y en
comparacion con las silvestres y sus correspon-
dientes heterocigotas (cuyo promedio de lipidos
totales fue de 68.7173 pg de lipidos/mg de peso
fresco), los lipidos totales tendieron a disminuir
(15.9430 pg de lipidos/mg de peso fresco menos
que las heterocigotas). FIGURA 2. Cabe mencio-
nar que la desviacion estdndar de los microgra-
mos de lipidos totales de moscas homocigotas
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FIGURA 3. Incremento en la cantidad de lipidos totales en
moscas homocigotas mutantes para CHICO, dRheb, dInR,
Dp110 y dPKB.

fue de +35.9041; mientras que para moscas
heterocigotas fue de +24.6861.

Incremento de lipidos totales en moscas
homocigotas mutantes.

Como ya se menciond anteriormente, las
cepas de moscas homocigotas presentaron un
promedio de lipidos totales mds altos que sus
correspondientes heterocigotas. En base a los
anteriores resultados, se obtuvo que en orden
descendente, el incremento en la cantidad de
lipidos totales fue mayor en moscas homocigotas
mutantes para CHICO, seguidas de homocigotas
mutantes para dRheb, dInR, Dp110 y finalmente
dPKB (FIGURA 3).

El hecho de que el control negativo (mutante
homocigota para CHICO) presentara un mayor
incremento en la cantidad de lipidos totales, se
aproxima a lo obtenido por Bohni er al, 1999,
pues el promedio de lipidos totales para moscas
silvestres fue de 69.9793 y el de homocigotas
mutantes para CHICO de 113.7965 (cantidad
cercana al doble de lipidos en moscas silvestres).

En comparacién con CHICO, dRheb, dInR y
Dp110, dPKB no estd involucrado directamente
con el tamafio corporal, sino indirectamente
mediante la regulaciéon de la sintesis proteica
(Miron, 1999). Al haber presentado las moscas
homocigotas mutantes para dPKB la menor can-
tidad de lipidos totales incrementados, se sugiere
la caracterizacién detallada de este gen y de la
proteina para la cudl codifica, a fin de descifrar
si existe o no relacion entre su baja participacion
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en el control del tamafio corporal y la menor
cantidad de lipidos totales incrementados en su
correspondiente cepa homocigota mutante.

Asi mismo puede notarse que, a excepcion de
las mutantes homocigotas para dRheb, el incre-
mento de lipidos totales en moscas mutantes
homocigotas, tiende a ser mayor entre mds cer-
cana al inicio de la via del péptido andlogo a
insulina, actie la proteina cuyo gen estd mutado.

CONCLUSIONES

Las cepas de moscas homocigotas mutantes
para CHICO, dRheb, Dpl110, dInR y dPKB,
mostraron un incremento en la cantidad de lipi-
dos totales (ug de lipidos/mg de peso fresco) en
comparacion con sus correspondientes heteroci-
gotas y silvestres. La excepcion a esta tendencia
la constituyeron las cepas de moscas mutantes
para dS6K, cuyas cantidades totales de lipidos
resultaron menores en moscas mutantes homoci-
gotas.

Asi mismo, se observé que, a excepcién de
las mutantes homocigotas para dRheb, el incre-
mento de lipidos totales en moscas homocigotas
mutantes, tiende a ser mayor entre mds cercana
al inicio de la via del péptido andlogo a insulina,
actue la proteina cuyo gen estd mutado.
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