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RESUMEN 

El factor de transcripción p53 es capaz de regular múltiples vías metabólicas a 

nivel celular. A pesar de ello, los mecanismos moleculares involucrados en la 

regulación de p53 in vivo en respuesta a perturbaciones metabólicas, así como su 

posible rol en la comunicación entre distintos órganos, no se conocen en profundidad. 

Mediante la utilización de Drosophila como organismo modelo se demostró que la 

activación de p53 dependiente de AMPK es necesaria para el mantenimiento de la 

homeóstasis metabólica y la supervivencia frente a distintos tipos de estrés nutricional. 

Tanto la privación de nutrientes como el crecimiento bajo una dieta rica en sacarosa 

inducen la activación de p53 en el tejido adiposo. A través de la represión del 

homólogo de Leptina Upd2, esta activación controla la secreción de dILP2 en las 

células productoras de insulina (IPCs). Larvas que expresan una versión dominante 

negativa de p53 y que han sido privadas de nutrientes muestran mayores 

concentraciones de Upd2 y, consecuentemente, una mayor activación de la vía 

JAK/STAT en el cerebro. Consistente con esto, la desregulación de Upd2 en estos 

animales resulta en mayores niveles de dILP2 en circulación, activación de la 

señalización de insulina e inhibición de la inducción de autofagia a nivel sistémico. Los 

mayores niveles en la señalización de insulina presentes en estos animales finalmente 

derivan en la reducción de las tasas de supervivencia bajo estrés nutricional. Nuestros 

resultados muestran un rol novedoso y esencial del eje AMPK-p53 en el tejido adiposo 

de Drosophila integrando las condiciones nutricionales con sus correspondientes 

respuestas fisiológicas.   
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ABSTRACT 

Tumor suppressor p53 has been shown to regulate multiple metabolic pathways 

at a cellular level. However, the molecular mechanisms underlying its in vivo regulation 

in response to metabolic perturbations as well as its possible role in inter-organ 

communication remain largely uncharacterized. By using Drosophila as a model 

organism we show that AMPK-dependent p53 activation is critical for sensing nutrient 

stress, maintaining metabolic homeostasis and extending organismal survival. Under 

both nutrient deprivation and high-sugar diet, p53 activation in the adipose tissue 

remotely controls dILP2 secretion in insulin producing cells (IPCs) through repression 

of Drosophila Leptin homolog, Unpaired-2. Elevated Upd2 levels and activation of 

JAK/STAT signaling in the brain of starved fat body p53-depleted animals result in 

sustained Dilp2 circulating levels, activation of insulin signaling and impaired 

autophagy induction therefore reducing survival rates upon nutrient deprivation. Our 

results demonstrate a novel and essential role for AMPK-p53 axis in Drosophila 

adipose tissue integrating nutrient status with metabolic and physiological responses.
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1. Drosophila melanogaster como organismo modelo 

A lo largo de la historia, el uso de Drosophila melanogaster como organismo 

modelo ha impulsado grandes avances en el campo de las ciencias biológicas. Los 

altos niveles de conservación entre este organismo y el ser humano permiten que 

Drosophila sea utilizada en múltiples campos de estudio, incluidos el de metabolismo y 

el de la fisiología (Padmanabha & Baker, 2014). El estudio realizado en esta tesis 

involucra distintos fenómenos fisiológicos relacionados a enfermedades y conservados 

en el ser humano que, junto a la versatilidad genética y otras ventajas que ofrece 

Drosophila, fundamentan la elección de la mosca de la fruta para el desarrollo del 

presente trabajo. A continuación, se elaboran de manera más detallada los distintos 

aspectos de este organismo que fundamentan su elección. 

1.1 Aspectos genéticos  

Algunas de las principales ventajas que ofrece Drosophila son la amplia 

disponibilidad de herramientas genéticas y su alto nivel de conservación con respecto 

a mamíferos. Esto es particularmente ventajoso en el caso de este trabajo dado que 

se estudian fenómenos relacionados a genes conservados. Además, el hecho de que 

estos genes hayan sido abarcados en el pasado por la comunidad científica de 

Drosophila, implica una amplia disponibilidad de herramientas genéticas.   

1.1.1 Conservación 

El pequeño genoma de Drosophila cuenta con 4 pares de cromosomas: tres 

autosomas y los cromosomas sexuales. Desde su secuenciación completa, llevada a 

cabo hace más de 20 años (Adams et al., 2000), se mostró que el genoma de 

Drosophila contiene genes homólogos para casi el 65% de los genes relacionados a 

enfermedades humanas (Chien et al., 2002)(Ugur et al., 2016) y el 48% de las 

secuencias proteicas presentes en el mismo tienen homólogos en mamíferos 

(Yamamoto et al., 2014). En efecto, una cantidad significativa de genes relacionados a 

enfermedades humanas asociadas a tejidos específicos, se expresan en tejidos 

análogos de Drosophila (Chintapalli et al., 2007). 

1.1.2 Herramientas genéticas 

Drosophila ha sido un organismo clave para el desarrollo del campo de la 

genética, originalmente a partir de su utilización en el rastreo de genes o forward 

genetics. Desde los descubrimientos de Thomas Hunt Morgan sobre la herencia 

genética al comienzo del siglo XX (Morgan, 1910), este organismo se ha utilizado 

incansablemente para el mapeo genético y el esclarecimiento de funciones 



INTRODUCCION 

15 
 

moleculares de genes mediante la generación de mutaciones aleatorias. Más 

adelante, a partir del desarrollo de tecnologías de secuenciación de ADN y del 

desarrollo de la genética reversa, muchas otras herramientas genéticas han sido 

generadas � ✁✂✂✄☎�✆✝✞✟�✠ ✟✡✂�✝✠ ☛ ☞✠✌☛✍✎✠✏ son mantenidos hoy en día en múltiples 

centros como Bloomington Drosophila Stock Center, Vienna Drosophila RNAi Center y 

el Instituto Nacional de Genética de Japón. Además de líneas mutantes, este gran 

número de stocks de Drosophila disponibles a nivel mundial incluye líneas con 

construcciones cuya combinación permite la expresión de transgenes en tejidos 

específicos de forma controlada. Este tipo de manipulación genética ocurre a través 

del uso de distintos sistemas de expresión como GAL4/UAS (ver sección i de este 

apartado), LexA/LexAOp, QF/QS, entre otros. A su vez, se dispone de múltiples 

transgenes con diversos fines: reporteros, de silenciamiento (ej. expresando ARNs de 

interferencia o ARNi), de sobreexpresión, etc.  

Entre las herramientas genéticas que se utilizarán en este trabajo se 

encuentran: 

i. Sistema GAL4/UAS 

Varios sistemas de expresión heterólogos han sido incorporados en Drosophila. 

En este trabajo se utilizará el sistema de expresión GAL4/UAS (Figura  1) (Brand & 

Perrimon, 1993), proveniente originalmente de levaduras y el cual se encuentra 

constituido, en su versión básica, por dos componentes. En primer lugar, este sistema 

consta de un promotor tejido-específico fusionado a la proteína GAL4, un factor de 

transcripción capaz de unir secuencias UAS (Upstream activation sequence). En 

segundo lugar, una secuencia UAS fusionada corriente arriba de la construcción a 

expresar. Mediante la combinación de estos dos elementos, la construcción objetivo se 

expresará  sólo en  aquellos  tejidos  donde el factor de transcripción GAL4  este  

activo, los cuales, como mencionado anteriormente, son determinados utilizando 

distintos promotores tejido-específicos. La ventaja de tener estos dos elementos 

desacoplados en líneas de Drosophila independientes es que la misma línea de 

Drosophila puede ser utilizada para dirigir la expresión de un transgen en distintos 

tejidos mediante el mero cruce entre líneas de Drosophila ya existentes. Un tercer 

elemento clave en la utilización de este sistema es la proteína inhibidora GAL80. El 

efecto inhibidor de la expresión de GAL80 se basa en su capacidad de unir la proteína 

GAL4 e inhibir su unión al sitio UAS, y evitando así la expresión del transgen. Existen 

varias modalidades para su incorporación, entre ellas la expresión de una versión 

termosensible (GAL80ts) que permite un control temporal de la actividad de la proteína 
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GAL4 o su expresión bajo la dirección de promotores específicos (ej. Elav-GAL80)  

con el fin de ejercer un control de la actividad GAL4 a nivel espacial. 

 

Figura  1. Sistema GAL4/UAS en Drosophila (Imagen modificada de 
https://andreabrandlab.org/). En animales de la línea GAL4, el factor de transcripción GAL4 que 
dirige la expresión se encuentra bajo el control de en promotor tejido específico. Al cruzar esta 
línea con otra conteniendo la secuencia UAS corriente arriba del gen de interés (transgen), el 
factor de transcripción GAL4 une la secuencia UAS y dirige de forma tejido específica la 
expresión del gen de interés.  

ii. Sistema FLP/FRT 

Otras herramientas verdaderamente útiles de Drosophila son las que conllevan 

la posibilidad de generar mosaicos genéticos de manera muy simple y con alta 

�✆�✍✄�✂✍✁✝✁ ✂☛✆ ☞☎☛✠✝✁✍☛ ✄�✂☎✌✁✍☛✏ ✠� �✂✌✁�✂✆� ✟✝ ✄�✂�✆✝✍✁✝✂ ✆� ✌�✞✁✆☛✠ portando 

células de distinto genotipo, originalmente una solución para el estudio de genes con 

índices elevados de letalidad (Germani et al., 2018). Uno de los principales sistemas 

disponibles en Drosophila para la generación de mosaicos genéticos es el sistema 

FLP(flipase recombinase)/FRT (FLP recombination target) (Golic & Lindquist, 1989). 

Este sistema consta de la expresión de una ☞flipasa✏ (Flp), una recombinasa con 
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actividad de topoisomerasa IB, que provoca la recombinación mitótica entre sitios FRT 

ubicados en trans en cromosomas homólogos.            

 

Figura  2. Sistema hsflp, Actin<Gal4 (figura modificada de Amanda Lee et al., 2012). 
Un choque de calor (Heat shock) induce la expresión de la flipasa (FLP) y la recombinación 
mediada por ésta remueve la señal de Stop (señal terminadora de la transcripción) de la 
construcción. El promotor de actina dirigirá la expresión de la proteína GAL4 quien, a su vez, 
regula la de los elementos UAS (ej. UAS-transgen, UAS-GFP) (Amanda Lee et al., 2012).  

Una versión modificada de este sistema es la denominada Flp-out donde varios 

sitios FRT se encuentran, esta vez en cis, a ambos lados de una señal transcripcional 

de Stop (conformando una secuencia denominada flip-out casette, Figura  2). En el 

��✌✆�☎☛ ✁✂ ✆� �✠✝ ✠�✍✄�✂✍✁✝ ✠� �✂✍✄�✂✌✆✝ ✄✂ ✄✆☛☎☛✌☛✆ ✍☛✂✠✌✁✌✄✌✁☎☛ ☎✁�✂✌✆✝✠ ✆✄� �✂ �✟

��✌✆�☎☛ ✝✂ ✟✝ ✠�✍✄�✂✍✁✝ ✆�✟ ✌✆✝✂✠✄�✂ ✝ ��✄✆�✠✝✆✁ ✞✄✝✂✆☛ ✟✝ �✟✁✄✝✠✝ ☎�✆✁✝ ✟✝

recombinación sitio especifica entre los sitios FRT, la señal de Stop se escinde (de 

aquí el término flip-out✟ ✠ ✟✝ ✠�✍✄�✂✍✁✝ ✄✞✁✍✝✆✝ �✂ �✟ ��✌✆�☎☛ ✝✂ ✄✄�✆� ✠�✆ ✌✆✝✂✠✍✆✁✄✌✝

bajo la acción del promotor constitutivo (Germani et al., 2018; Griffin et al., 2014). En el 

caso particular de este trabajo se utilizará el sistema hsFlp, Actin<GAL4 (Figura  2). 

Este sistema involucra una flipasa inducible por calor y el promotor constitutivo de 

actina, el cual dirige la expresión de la proteína GAL4. A su vez, estos mismos 

individuos portan una secuencia UAS-GFP (o UAS-RFP) que resulta en la marcación 

por fluorescencia de aquellas células donde ocurrió el evento flp-out y se expresa la 
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proteína GAL4 (denominados clones). De esta manera, al cruzar individuos hsFlp, 

Actin<GAL4 con individuos portando la secuencia UAS dirigiendo un transgen de 

interés, éste solo se expresará en aquellas células o clones de células que co-

expresan el marcador de fluorescencia correspondiente (Figura  2).  

1.2 Aspectos fisiológicos 

1.2.1 Ciclo de vida 

Además del gran potencial para el desarrollo de estudios genéticos, las altas 

tasas de fecundidad y su corto ciclo de vida representan otro aspecto importante que 

convierte la mosca de la fruta en un organismo modelo tan beneficioso.   

 

Figura  3. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (imagen modificada de Ong et al., 
2015). Esquemas de moscas adultas, macho y hembra, y su ciclo de vida a 25✍C. Luego del 
transcurso de un día, el embrión pasa al primer estadío de larva, seguido del segundo y tercer 
estadío larvario, ambos con duración de un día. Seguido del estadío larvario, durante 3 días se 
atraviesa el estadío de pupa donde ocurre el proceso de metamorfosis. Finalmente, luego de 4 
días, se produce la eclosión del adulto (Ong et al., 2015).  

En términos generales, el ciclo de vida de Drosophila dura aproximadamente 

10 días bajo condiciones controladas de alimentación, temperatura y humedad (�✁✁C, 

60% de humedad). Éste, a su vez, se encuentra dividido en estadíos bien definidos 
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(Figura  3). En el estadío de embrión se establecen los ejes de simetría, seguido de la 

celularización y segmentación y se producen otros complejos eventos morfogénicos 

que derivan últimamente en el traspaso al estadío de larva. La larva, además de los 

tejidos y órganos involucrados en su propio crecimiento y desarrollo, posee tejidos, 

denominados imagales o imaginales, que son los que darán origen a los órganos del 

adulto (o imago). Antes de llegar a esta etapa, Drosophila atraviesa tres estadíos 

larvarios (L1, L2 y L3) separados por ecdisis o mudas de cutícula permitiendo así el 

crecimiento continuo del animal antes de la metamorfosis. Al final del tercer estadío 

larvario (L3) las larvas entran en pupariación, una transición que marca el comienzo de 

la metamorfosis e inicia una fase de intensa remodelación y cambios en la estructura 

corporal. Dentro de la pupa se conforma un exoesqueleto rígido que limita el desarrollo 

de cualquier estructura futura en las dimensiones del mismo. Como consecuencia, el 

crecimiento corporal es restringido al periodo de alimentación durante los estadíos 

larvarios, y la transición de larva a pupa determina el tamaño del futuro adulto. Una 

vez finalizada la metamorfosis, el estadío de pupa finaliza y se produce la eclosión del 

adulto. Luego de aproximadamente 8 horas desde su eclosión, los adultos son 

sexualmente receptivos para dar un nuevo comienzo al ciclo.   

1.2.2 Anatomía funcional 

A pesar de encontrarse separados evolutivamente por más de 500 millones de 

años, existen similitudes sorprendentes entre la anatomía funcional de Drosophila y la 

de organismos vertebrados. Al igual que estos últimos, la anatomía de Drosophila se 

organiza en sistemas de órganos (sistema digestivo, sistema nervioso, etc.; Figura  4). 

Los distintos órganos que componen todos estos sistemas, de forma análoga al ser 

humano, presentan funciones con distinciones claras y muchas veces se encuentran 

reguladas por los mismos genes que en vertebrados, un fenómeno que en el campo 

del desarrollo se conoce como Homología Profunda (Tschopp & Tabin, 2017). Esto 

conforma una gran ventaja del uso de Drosophila como organismo modelo y es de 

especial interés en el campo de la fisiología, donde esta homología, tanto genética 

como funcional, permite el desarrollo de estudios con gran potencial de traslación al 

ser humano. 

Este trabajo se focalizará en varios órganos y tejidos de Drosophila 

involucrados en el mantenimiento de la homeostasis metabólica. Para ello es 

importante entender las características de estos órganos y como sus distintas 

funciones se relacionan entre sí.  
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i. Cuerpo graso o Fat body 

El órgano de Drosophila principalmente implicado en el mantenimiento de la 

homeostasis metabólica es el cuerpo graso o Fat Body (FB). Este órgano es análogo 

al tejido adiposo e hígado de vertebrados (Padmanabha & Baker, 2014) y adopta 

diferentes morfologías según el estadío en que se encuentre el individuo. En el estadío 

larvario, el FB se extiende como una monocapa de células, denominadas adipocitos, 

formando, a cada lado de la larva, una hoja longitudinal expuesta a la hemolinfa 

(sistema circulatorio interno en invertebrados y análogo a la sangre de vertebrados), 

rodeando el intestino y órganos reproductivos (Figura  5). Al final del desarrollo 

larvario, el FB sufre un proceso de remodelación acompañado de autofagia masiva 

que da inicio a la transición al estadío de pupa. El FB larvario entonces decrece 

gradualmente durante la metamorfosis y los primeros 3 días luego de la eclosión del 

adulto, donde sus células son reemplazadas por células del FB adulto (Parra-Peralbo 

et al., 2021). Bajo condiciones óptimas de alimentación, el FB puede crecer ya sea 

aumentando el número de células (a partir de células madre o Adipocite Stem Cells, 

ASC; las cuales se encuentran sólo presentes en el adulto) o aumentando el tamaño 

celular. A diferencia del tejido adiposo del adulto y del ser humano, los adipocitos que 

componen el FB larvario poseen la característica de ser endoreplicativos. Esta 

característica les confiere la capacidad de aumentar en gran medida el tamaño de la 

célula a partir de sucesivas rondas de duplicación génica en ausencia de división 

celular (S. Li et al., 2019), permitiendo así un alto crecimiento del tejido en ausencia de 

células madres. 

De forma similar al tejido adiposo blanco en humanos, el crecimiento del FB se 

encuentra relacionado a su rol en el almacenamiento y la utilización de reservas 

energéticas. La presencia de nutrientes en exceso en condiciones óptimas de 

alimentación deriva en un aumento en el contenido de lípidos, depósitos de glucógeno 

y gránulos proteicos presentes en el FB. En el caso particular de los lípidos, éstos se 

acumulan dentro de estructuras intracelulares denominadas Lipid Droplets (LDs),  

organelas claves en el control tanto del almacenamiento de lípidos como su 

movilización (Beller et al., 2010; Olofsson et al., 2009). Estructuralmente, las LDs 

consisten en un núcleo de lípidos neutros (triacilglicéridos y ésteres de colesterol) 

rodeados de una monocapa de fosfolípidos y colesterol en donde varias proteínas de 

encuentran embebidas (Thiam & Beller, 2017). Frente a la falta de nutrientes, los 

lípidos presentes en las LDs (principalmente triacilglicéridos o TAGs) junto a reservas 

en forma de glucógeno, son movilizados hacia la circulación en forma de ácidos 

grasos libres y trehalosa, respectivamente (Arrese & Soulages, 2010).  
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De forma adicional a su rol en el manejo de reservas energéticas, el FB 

funciona como un sensor directo de nutrientes capaz de coordinar el metabolismo y el 

gasto energético de acuerdo a las condiciones nutricionales del organismo (Colombani 

et al., 2003). En respuesta al sensado directo de nutrientes (Colombani et al., 2003; 

Géminard et al., 2009) y/o señales provenientes de otros tejidos, el FB es capaz de 

regular el metabolismo energético a nivel local y sistémico, esto último mediante la 

producción y secreción de adipoquinas. Las adipoquinas son un grupo de citoquinas 

de señalización producidas por el tejido adiposo que, a partir de su secreción a la 

hemolinfa, regulan tanto de forma autócrina, parácrina o endócrina, múltiples procesos 

biológicos como el crecimiento, la alimentación, la respuesta inmune, la fertilidad, etc. 

(Droujinine & Perrimon, 2016; S. Li et al., 2019; Meschi & Delanoue, 2021).  

 

Figura  4. Similitud entre los órganos presentes en el ser humano y en Drosophila 
(imagen modificada de https://droso4public.wordpress.com/). 

ii. Oenocitos 

Los oenocitos son células secretoras organizadas en grupos o clusters que se 

encuentran distribuidos a cada lado del cuerpo del adulto y larva de Drosophila (Figura  

5). De forma necesaria para el FB, los oenocitos participan de la regulación del 

almacenamiento y movilización de lípidos (Chatterjee et al., 2014; Makki et al., 2014; 

Toprak et al., 2020). En condiciones de alimentación óptimas, alteraciones en los 

oenocitos pueden derivar en el desarrollo de obesidad (Ghosh et al., 2020) mientras 

que frente a la falta de nutrientes, estos órganos se han mostrado estrictamente 

necesarios para la movilización de lípidos desde el FB (Gutierrez et al., 2006).  

Muchos estudios han equiparado las funciones de los oenocitos a aquellas 

ejercidas por el hígado del ser humano (Ghosh et al., 2020; Gutierrez et al., 2006; 
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Makki et al., 2014). Muchas evidencias apoyan esta teoría, entre ellas la expresión en 

los oenocitos de 22 ortólogos de genes relacionados al metabolismo de lípidos 

expresados específicamente en hepatocitos, la acumulación de LDs en los oenocitos 

frente a la falta de nutrientes similar a lo que ocurre en los hepatocitos, y la regulación 

del contenido de lípidos en oenocitos por la lipasa Brummer y Lsd2 en el FB de forma 

análoga a la regulación por las proteínas ATGL y perilipina de la afluencia de grasas 

en el hígado. Sin embargo, los hepatocitos guardan grandes cantidades de glucógeno, 

un rol principalmente ejercido por el FB en Drosophila. De esta manera, las funciones 

del hígado de mamíferos en el almacenamiento de glucógeno y procesamiento de 

lípidos se encuentran aparentemente distribuidas entre los oenocitos y el FB (Gutierrez 

et al., 2006).  

iii.  �P✁✂✄☎✆✝✞✟ ✠✆ ✡☎☛✞☛☞✌✍✎✝✏ ✑✒✓✞ ✔ células de la Córpora Cardíaca 

En vertebrados, hormonas como la insulina y el glucagón coordinan el 

crecimiento y el metabolismo en función de la disponibilidad de nutrientes. De forma 

similar, la homeostasis energética en Drosophila se mantiene por la acción combinada 

de dos hormonas: la primera análoga a la insulina (dILPs, Drosophila insulin-like 

peptides) y otra al glucagón (Akh, Adipokinetic hormone). En situaciones de buena 

alimentación, los dILPs promueven el almacenamiento de energía mientras que Akh y 

niveles reducidos de dILPs contribuyen a la movilización de las reservas energéticas 

en situaciones de escasez nutricional. Los dILPs, principalmente dILP2, dILP3 y dILP5, 

son producidos por dos grupos de 7 ✍☎✟✄✟✝✠ ✂�✄✆☛�✂✆☛✍✆✁✂✝✠ ✝✂✕✟☛✄✝✠ ✝ ✟✝✠ ✍☎✟✄✟✝✠ �

pancreáticas (IPCs, Insulin-producing cells) ubicadas en el cerebro de Drosophila 

(Figura  5). Una vez en circulación, se unen al receptor de insulina (InR, Insulin 

receptor) en los diferentes tejidos del organismo, lo que activa la vía conservada de 

señalización intracelular PI3K/TOR estimulando así el crecimiento y el metabolismo 

anabólico (Andersen et al., 2013). Akh, por su lado, es producido y secretado por 

células de la Corpora Cardiaca (CC), de forma análoga a las células pancreáti✍✝✠ ✖ (S. 

Wang et al., 2007).  
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Figura  5. Esquema de órganos involucrados en el metabolismo de Drosophila (figura 
modificada de Padmanabha et al., 2014). El metabolismo de Drosophila involucra una red de 
órganos y tejidos que realizan gran parte de las funciones básicas presentes en mamíferos. 
Perspectiva dorsolateral de una larva 3L. El receptor de insulina (InR) detecta los péptidos 
análogos a la insulina (dILPs) producidos en las celulas neurosecretoras denominadas IPCs 
favoreciendo el aumento de reservas energéticas (triacilglicéridos o TAG y glucógeno) en el FB 
y los tejidos periféricos. Por su lado, la Corpora Cardiaca (CC), que junto al Corpus Allatum y la 
glandula protorácica conforman la Ring Gland, secreta la hormona Akh. Akh es una hormona 
análoga al glucagón de mamíferos y la unión a su receptor, AkhR, favorece la movilización 
hacia la hemolinfa de reservas energéticas: TAG almacenados en el FB y oenocitos en 
estructuras denominadas Lipid Droplets pasan a la hemolinfa en forma de diacilglicéridos 
(DAG) y glucógeno en forma de monosacáridos y trehalosa (Padmanabha & Baker, 2014).  

1.3 Aspectos metabólicos 

1.3.1 Insulina/IGFs en Drosophila 

En Drosophila existen 8 péptidos, dILP 1-8, similares a la insulina y factores de 

crecimiento IGF (Insulin-like Growth Factor) que son capaces de unir el receptor de 

insulina (InR). Individuos mutantes para los genes que los codifican resultan en 

defectos en el desarrollo y abnormalidades metabólicas (H. Zhang et al., 2009). Si bien 

poseen una estructura génica y proteica similar, los distintos dILPs se expresan en 

distintas etapas del desarrollo y en diferentes tejidos ejerciendo así funciones 

específicas (Brogiolo et al., 2001; Ikeya et al., 2002; Rulifson et al., 2002). En el caso 

de dILP2, dILP4 y dILP7, éstos se expresan en estadíos embrionarios mientras que los 

niveles de dILP3, dIPL5, dIPL6 y dILP8 no se detectan hasta estadíos larvarios 

(Brogiolo et al., 2001; Kannan & Fridell, 2013). dILP1 se expresa en la pupa y los 

primeros días de moscas adultas, ejerciendo funciones en estadíos de no alimentación 

y diapausa (Yiting Liu et al., 2016). En el caso de dILP8, este péptido se expresa en la 

larva y pupa principalmente en respuesta a daños en tejidos imaginales (Colombani 

et al., 2012; Garelli et al., 2012), mientras que en adulto se ha reportado que regula el 
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comportamiento reproductivo (S & DR, 2020). Por el contrario, no se conoce expresión 

de dILP4 en moscas adultas (Grönke et al., 2010).  

DILP2 se produce en las IPCs, tanto en larva como en adulto, junto con dILP3 y 

dILP5 (Brogiolo et al., 2001). Dado que mutantes para estos genes, así como la 

ablación de las IPCs, simulan los efectos observados en humanos con diabetes tipo I 

(Frederich et al., 1995), estos péptidos han sido propuestos como homólogos de la 

insulina. Particular es el caso de dILP2, el único de éstos capaz de modular los niveles 

de azúcar en sangre y de tiempo de vida (lifespan). Se ha demostrado que dILP2 

genera una respuesta transitoria, como la necesaria para responder a cambios 

nutricionales abruptos, mientras que dILP5 activa la señalización de insulina de forma 

más sostenida (Post et al., 2018; Semaniuk et al., 2021). DILP3 también es secretado 

desde las IPCs y ha sido descripto como un activador de TOR en el FB en respuesta a 

azúcares en la dieta (Jung Kim & Neufeld, 2015). Adicionalmente, dILP7 no se 

produce en las IPCs pero sí es capaz de regular la actividad de estas neuronas desde 

las Dilp7-producing Neurons (D7Ns) manteniendo los niveles basales de insulina en 

moscas alimentadas con dietas ricas en calorías y bajas en proteínas (Prince et al., 

2021). Por último, dILP6 se expresa a altos niveles en el FB y es capaz de inhibir la 

secreción de dILP2 desde las IPCs en respuesta a la activación del factor de 

trascripción FOXO en este órgano (Bai et al., 2012).   

1.3.2 Vía de la Insulina/TOR 

La vía de la Insulina y la vía TOR se encuentran altamente conservadas en 

Drosophila (Figura  6). La activación del receptor de insulina (InR, Insulin Receptor) 

por unión a los dILPs resulta en su acople a la proteína adaptadora Chico (Clancy 

et al., 2001), el homólogo en Drosophila de las proteínas IRS1-4 (Insulin Receptor 

Sustrate 1, 2, 3 y 4) (Sarbassov et al., 2005). Este fenómeno recluta la quinasa PI3K 

(fosfatidilinositol-3 quinasa) a membrana plasmática, sitio donde cataliza la conversión 

de PIP2 a PIP3 (fosfatidilinositol (4,5)-bisfosfato a fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato). 

Ésta es una reacción que puede ser revertida por la fosfatasa y regulador negativo 

PTEN. La generación de PIP3 por PI3K recluta, a su vez, la quinasa Akt a través de su 

dominio homólogo a Plekstrina (PH) el cual une PIP3 con gran afinidad. Akt, una vez 

en membrana, es fosforilada por PDK1 y actúa sobre múltiples proteínas objetivo, 

entre ellas el factor de transcripción FOXO (Forkhead Box class O). FOXO es un 

regulador negativo del crecimiento celular y su fosforilación por Akt en condiciones 

nutricionales óptimas inhibe su translocación a núcleo. Ante la privación de nutrientes, 

la baja en las concentraciones de dILPs y en la actividad de Akt permite la 
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desfosforilación de FOXO y su ingreso al núcleo para actuar sobre múltiples genes 

blanco, entre ellos el gen 4EBP (translational repressor 4E-binding protein) o Thor en 

Drosophila (Puig et al., 2003).  

 

Figura  6. Conservación de la vía de señalización de TOR/Insulina en mamíferos e 
insectos (Figura modificada de Emlen et al., 2012). En mamíferos, la insulina y los factores de 
crecimiento (IGF) tienen receptores específicos (InR e iGFR para insulina y factores de 
crecimiento, respectivamente), mientras que en Drosophila los péptidos dILPs cumplen ambas 
funciones actuando a través de un mismo receptor (InR). La unión de estas moléculas a sus 
receptores activan el sustrato de receptor de insulina (IRS1-4 en mamíferos, Chico en 
Drosophila) lo que deriva en la activación de la quinasa PI3K y producción de PIP3. La 
producción de PIP3 puede ser revertida mediante la fosfatasa PTEN o en caso contrario activar 
la quinasa PDK y reclutar Akt, resultando en la fosforilación de esta última. Akt inhibe el factor 
de transcripción inhibidor del crecimiento, FOXO, y el complejo TSC1/2, resultando en la 
activación de TOR por presencia de nutrientes y consecuente aumento en la síntesis de 
proteínas mediante los efectores S6K y 4EBP (Emlen et al., 2012). 

Uno de los puntos de encuentro de la vía de la insulina con la vía TOR es la 

quinasa Akt. Adicionalmente a su rol en la inhibición del factor de transcripción FOXO, 

Akt fosforila e inhibe TSC1/2 (Tuberous sclerosis complex 1 and 2), un regulador 

negativo de la vía TOR. TSC1/2 regula negativamente esta vía a través de la inhibición 

de Rheb, una proteína de unión a GTP necesaria para la activación de TOR (Dibble & 

Cantley, 2015; Gao & Pan, 2001). Asimismo, la vía TOR es una vía de sensado directo 

de nutrientes, principalmente aminoácidos. De esta manera, esta vía desempeña un 

rol clave en el sensado de las condiciones nutricionales a nivel celular integrando 

señales provenientes de dos mecanismos independientes; por un lado sensando los 
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niveles de aminoácidos disponibles de manera directa (mecanismo autónomo celular), 

y por otro lado integrando señales sistémicas a través de la vía de insulina 

(mecanismo no autónomo celular) (Dibble & Cantley, 2015). Una vez activa, la vía 

TOR involucra múltiples mecanismos que favorecen el crecimiento celular, siendo uno 

de los más importantes el aumento en la síntesis de proteínas. Por un lado, la 

inhibición por fosforilación directa de 4EBP mejora la eficiencia de unión de ARN 

mensajeros a los ribosomas (Miron et al., 2003). Por otro lado, TOR es capaz de 

fosforilar la quinasa de la proteína ribosomal S6 (S6K), aumentando así la actividad de 

ribosomas (Miron et al., 2003). Todos estos procesos regulados por TOR derivan en el 

aumento de la tasa de síntesis de proteínas y en el favorecimiento del crecimiento y 

proliferación celular.  

1.3.3 Rol del Fat body en la regulación de las IPCs 

Como mencionado anteriormente, las IPCs son un pequeño grupo de neuronas 

ubicadas en el cerebro de la mosca capaces de producir y liberar dILPs a la hemolinfa. 

La secreción de dILP2 desde las IPCs promueve el crecimiento del organismo durante 

el desarrollo y regula la homeostasis de glucosa en adultos (Rulifson et al., 2002). En 

trabajos previos se demostró que la secreción de dILP2 por parte de las IPCs es el 

principal mecanismo de control de los niveles circulantes de esta hormona (Géminard 

et al., 2009). Este proceso se encuentra finamente controlado, depende del estado 

nutricional del organismo e involucra un sofisticado sistema de comunicación inter-

órgano. 

Al igual que en humanos, el tejido adiposo de Drosophila es un órgano 

endocrino complejo. En función del sensado directo de nutrientes y otras señales, el 

FB produce y secreta adipoquinas con el fin de comunicar a otros órganos el estado 

nutricional y fisiológico del organismo (Meschi & Delanoue, 2021). Un gran número de 

estudios recientes han descifrado como el FB de Drosophila sensa distintos 

parámetros metabólicos y fisiológicos, y adapta su respuesta a través de la producción 

de distintas adipoquinas dirigidas a múltiples órganos objetivo. En el caso particular de 

las IPCs, el FB produce moléculas de señalización capaces de promover o inhibir la 

secreción de insulina en estas células (Figura  7). En respuesta a la ingesta de 

azucares y lípidos, el FB produce la citoquina Upd2 (Unpaired 2) y el péptido CCHa2 

(CCHamide-2) que estimulan la secreción de insulina (Rajan & Perrimon, 2012; Sano 

et al., 2015). De forma análoga, en respuesta a aminoácidos, las células del FB 

producen Sun (Stunted), GBP1 y GBP2, quienes promueven la liberación de dILP2 en 

las IPCs (Delanoue et al., 2016; Koyama & Mirth, 2016). Por el contrario, dietas de 
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bajo contenido proteico inducen la secreción desde el FB de Eiger, el homólogo de 

�✁✂✖ en Drosophila, quien actúa en las IPCs reprimiendo la expresión de dILP2 

(Agrawal et al., 2016). Cada una de estas señales actúa ya sea sobre receptores 

específicos ubicados en las mismas IPCs o en circuitos neuronales relacionados. En 

conjunto, esta serie de datos revela como una compleja red de señales involucradas 

en la comunicación entre el FB y las IPCs, regula los niveles de insulina en circulación 

de acuerdo a las condiciones nutricionales. 

i. Unpaired2 

Unpaired 2 (Upd2) fue identificado como la primer adipoquina de respuesta a 

nutrientes y su transcripción en el FB responde a grasas y azúcares en la dieta (Rajan 

& Perrimon, 2012). Esta proteína es homóloga a la leptina en humanos, una hormona 

producida por el tejido adiposo en respuesta a las calorías en la dieta. En mamíferos, 

la producción de leptina inhibe el apetito, favorece la secreción de insulina, estimula la 

termogénesis, favorece la oxidación de ácidos grasos, disminuye la glucosa y reduce 

el peso y grasa corporal (Parra-Peralbo et al., 2021). De forma similar, en Drosophila, 

la producción de Upd2 genera alteraciones en el apetito, el gasto energético y en el 

metabolismo a nivel sistémico (Yiying Zhang & Chua, 2017). Más específicamente, en 

respuesta a los azúcares y grasas de la dieta, Upd2 activa la señalización JAK-STAT 

(Janus-kinase-signal transducers and activators of transcription) (Boulay et al., 2003) a 

través de su unión al receptor Domeless (Dome) en un grupo de neuronas específicas 

denominadas GABAérgicas. Estas neuronas se encuentran en contacto con las IPCs y 

el bloqueo de la secreción del neurotransmisor inhibitorio GABA (Acido gama-

aminobutírico o Gamma aminobutyric acid) por activación de la vía JAK-STAT deriva 

en la secreción de dILP2 en las IPCs. De esta manera, la secreción de dILP2 en 

respuesta a Upd2 favorece el correcto control del azúcar en hemolinfa y acumulación 

de grasas. En este sentido, individuos hemicigotas para Upd2 o silenciados para este 

gen específicamente en el FB muestran acumulación de dILP2, altos niveles de azúcar 

en sangre y acumulación anormal de reservas lipídicas (Rajan & Perrimon, 2012). 

Recientemente, al igual que en humanos, se ha demostrado que esta adipoquina 

también regula el apetito actuando como una señal de saciedad a través de su unión 

al receptor Domeless (Dome) directamente en las IPCs (Ertekin et al., 2020). 

Upd2 es secretado a la hemolinfa a través de un mecanismo de secreción de 

proteínas atípico o no convencional denominado GRASP (Golgi reassembly stacking 

protein) (Rajan et al., 2017). Luego de periodos de hambreado, Upd2 deja de 

transcribirse en las células del FB, mientras que su secreción es inhibida por la acción 
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de la hormona Akh. Akh, producido por células de la Corpora Cardíaca, media una 

suba en el calcio citosólico de los adipocitos. Los altos niveles de calcio citosólico 

resultan en la fosforilación de GRASP por activación de la enzima Calmodulina 

Quinasa II (CamKII), inhibiendo su agrupamiento atípico e impidiendo así la secreción 

de Upd2 (Rajan et al., 2017).  

ii. CCHamide2 

Otra adipoquina que responde a azúcares presentes en la dieta es el péptido 

CCHamide2 (CCHa2) (Sano et al., 2015). Luego de un período de hambreado, la 

expresión de CCHa2 disminuye en las células endocrinas del intestino como en el FB 

y aumenta luego de la re-administración de glucosa o levadura como fuente de 

nitrógeno. La unión de CCHa2 a su receptor CCHa2-R en las IPCs induce la expresión 

de dILP5 y la secreción de dILP2 (Sano et al., 2015) regulando así los niveles de 

dILPs en función de la disponibilidad de nutrientes.  

iii. Dawdle 

Dawdle (Daw) es un ligando de la vía TGF-� �✌✆✝✂✠�☛✆☎✁✂✄ ✄✆☛✁✌✂ �✝✍✌☛✆ �✟

(Chng et al., 2017) que se expresa en varios órganos, principalmente en FB y músculo 

(Bai et al., 2013; Chintapalli et al., 2007). Luego del consumo de glucosa, la expresión 

de Daw aumenta en el FB para reducir la expresión de enzimas digestivas en el 

intestino adulto (Chng et al., 2014). Esta reducción tendría como objetivo disminuir la 

cantidad de azucares y lípidos disponibles para su absorción y así evitar la ingesta de 

nutrientes en demasía. Asimismo, se ha reportado que Daw se encuentra involucrado 

en la tolerancia a glucosa, el balance de pH y el metabolismo mitocondrial en larvas de 

Drosophila �✄✂☛✠✂ ☎ ✆✂✞☛✂✂☛✆✝ �✞✟✠✟. Las moscas mutantes para Daw presentan 

acumulación de dILPs en las IPCs y baja en la señalización de insulina, sugiriendo que 

Daw actúa como hormona para controlar los niveles de insulina en circulación de 

forma indirecta durante estadíos larvarios �✄✂☛✠✂ ☎ ✆✂✞☛✂✂☛✆✝ �✞✟✠✟.  

iv. Growth Blocking Peptides 1 y 2 

GBP1 y GBP2 (Growth Blocking Peptide 1 y 2, GBPs) son dos factores 

insulinotrópicos expresados principalmente en el FB y relacionados al factor de 

crecimiento epidérmico EGF (Epidermal Growth Factor) (Tsuzuki et al., 2012). La 

transcripción de ambos de estos factores depende de los niveles de aminoácidos 

presentes en la dieta y la señalización de la vía TOR (Koyama & Mirth, 2016). Los 

GBPs, a partir de su unión al receptor EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), 

señalizan a las IPCs a través de neurotransmisiones provenientes de neuronas 
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inhibitorias de las IPCs (IPC-Connecting Neurons, ICN). Su unión al receptor EGFR 

inhibe la actividad neuronal de las ICN y así favorecen la secreción de dILPs y el 

crecimiento sistémico (Meschi et al., 2019). 

v. Stunted 

Stunted (Sun) es la subunidad ✁ de la F1F0-ATP Sintasa mitocondrial del 

complejo V y es una proteína crucial para la síntesis de ATP. De forma adicional a su 

rol en mitocondria, Sun fue identificado como un ligando del receptor de proteína G 

Methusaleah (Mth) expresado en las IPCs (Cvejic et al., 2004). Tanto la expresión 

como la secreción a hemolinfa de Sun desde el FB está regulada por maquinarias 

sensibles a nutrientes involucrando el coactivador transcripcional PGC1 (✒✒�✂✄ 

coactivator 1, spargel en Drosophila) y la señalización TOR (Delanoue et al., 2016). 

Sun actúa como una adipoquina insulinotrópica en respuesta a aminoácidos presentes 

en la dieta y esta función es independientemente de su localización mitocondrial.  

vi. Neural Lazarillo 

La lipocalina secretada NLaz (Neural Lazarillo), un ortólogo de la adipoquina de 

vertebrados RBP4 (Retinol Binding Protein 4) implicado en los inicios de diabetes tipo 

2 en ratones y humano, es producida en elevados niveles en células del FB de 

Drosophila. NLaz fue caracterizada originalmente por su rol en el mantenimiento de la 

homeostasis metabólica controlando la biogénesis de lípidos y los niveles de 

carbohidratos en circulación (Hull-Thompson et al., 2009). Luego de una dieta rica en 

azúcares, la expresión de NLaz es altamente inducida en el FB de larvas y contribuye 

a la resistencia a insulina (Hull-Thompson et al., 2009).  

vii. Adiponectina 

Otra adipoquina involucrada en la sensibilidad a insulina es la Adiponectina 

(Ruan & Dong, 2016). La concentración plasmática de adiponectina se correlaciona 

inversamente con la sensibilidad a insulina (Hotta et al., 2000). Sin embargo, el 

homólogo de la adiponectina en Drosophila todavía no se conoce y hasta ahora lo 

estudios utilizando este organismo se han vistos limitados a la identificación de su 

receptor (AdipoR) (Kwak et al., 2013). AdipoR se expresa en varias neuronas del 

cerebro de larva y adulto incluyendo las IPCs. Animales que han sido silenciados para 

AdipoR en las IPCs muestran glicemia y trehalosemia elevadas junto con retención de 

Dilp2 en las IPCs. Esto sugiere una conexión entre la adiponectina y la secreción de 

insulina (Kwak et al., 2013).   
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Figura  7. Comunicación interórgano entre el FB y el cerebro en estadíos de larva 
(figura modificada de Meschi y Delanoue., 2021). Luego de su absorción en el intestino, los 
nutrientes pasan a hemolinfa y son distribuidos para proveer energía, aportar componentes 
celulares esenciales y promover el crecimiento. El FB, el órgano principal en lo que respecta al 
sensado de nutrientes, coordina el crecimiento sistémico a través de un mecanismo humoral. 
Azúcares y lípidos promueven la secreción de Upd2 y CCHa2 a la hemolinfa para alcanzar sus 
receptores Dome y CCHa2-R, respectivamente, y modificar la secreción de dILP2 en el 
cerebro, ya sea por la neurotransmisión inhibitoria GABA o directamente actuando en las IPCs. 
Los bajos niveles de azúcares en circulación inducen la secreción de AKH desde la Ring Gland 
y bloquean la secreción de Upd2 desde el FB. Adicionalmente, los azúcares en la dieta 
promueven la producción de Daw y su secreción desde el FB hacia la hemolinfa. 
Consecuentemente, Daw reprime la secreción de dILPs desde las IPCs mediante un 
mecanismo no conocido hasta ahora. Los aminoácidos de la dieta son sensados por TOR y 
modifican la expresión de PGC1 en los adipocitos para estimular la secreción de Sun y GBP1/2 
a la circulación. Sun une su receptor Mth en las IPCs, mientras que GBP1/2 une EGFR para 
aliviar la neurotransmisión inhibiendo la secreción de dILPs. La falta de aminoácidos induce la 
expresión de la enzima TACE y consecuentemente el clivaje de Egr solubilizándolo y 
enviándolo a circulación. Egr une su receptor Grnd para reprimir la expresión de dILP2 en las 
IPCs (Meschi & Delanoue, 2021). 

viii. Eiger 

�✁✄�✆ ��✄✆✟✝ �✟ ✂☛☎✝✟☛✄☛ ✆� �✁✂✖ (✁✂✄☛☎ ☎✆✄☎☛✞✍✞ ✆✝✄✝☛☎ ✞), es otro factor 

derivado del FB (Agrawal et al., 2016). A diferencia de otras adipoquinas, Egr es un 
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regulador negativo de la producción de insulina al igual que su homólogo en 

mamíferos. En Drosophila, las dietas bajas en proteínas inducen la expresión de una 

metaloproteasa denominada TACE (✁☎✆✞ ✄☛✂�✆☎✝✍✂✁ ✆✂✂✔✄✆) la cual cataliza el 

clivaje de Egr y su solubilización. La versión soluble de Egr luego actúa sobre su 

recepto Grindelwald (Grnd) que activa la vía JNK (c-Jun N-terminal kinase) en las IPCs 

inhibiendo la transcripción de los dILPs (Agrawal et al., 2016).  

2. p53 y Drosophila p53 

Desde su descubrimiento en 1976, el factor de transcripción p53 ha mostrado 

ser una proteína clave en la supresión de tumores. Más del 50% de todas las formas 

de cáncer humano reportadas muestran inactivación de p53, ya sea por mutación o 

depleción directa del gen, o mediante la disrupción de cualquiera de sus vías 

regulatorias (Perri et al., 2016). p53 es activado en respuesta a múltiples señales de 

estrés como daño al ADN, activación de oncogenes, hipoxia, etc. Entre sus funciones 

canónicas se encuentra la capacidad de arrestar el ciclo celular, la inducción de 

senescencia, mecanismos de reparación de ADN y apoptosis. Todas estas funciones 

son llevadas a cabo mediante la regulación transcripcional directa de genes blanco 

específicos (Kastenhuber & Lowe, 2017) y son cruciales para evitar el desarrollo de 

cáncer, por lo que se considera �✟ ☞✄✄✝✆✆✁✕✂ ✆�✟ ✄�✂☛☎✝✏✁ Evidencia clara de esto 

último son los individuos portadores del síndrome Li-Fraumeni, un síndrome de 

predisposición temprana al cáncer causado por mutaciones en ambos alelos del gen 

p53 (Frebourg et al., 2020). Este apartado de la introducción ahondará en el 

conocimiento actual de la biología de p53, las similitudes y diferencias entre p53 de 

mamíferos y Drosophila, su regulación y sus funciones biológicas más relevantes.  

2.1 Estructura  

En mamíferos, los integrantes de la familia de genes que comprende a p53 

muestran un alto grado de similitud funcional y estructural (Murray-Zmijewski et al., 

2006). Además de p53, esta familia se compone de otros dos integrantes, p63 y p73. A 

pesar de que estos dos últimos miembros fueron identificados posteriormente a p53, el 

ancestro común de la familia de este factor de transcripción parece ser más similar a 

p63 y p73 (Dötsch et al., 2010; Murray-Zmijewski et al., 2006). Los fenotipos distintivos 

de ratones knock-out (KO) indican roles únicos en el desarrollo para p63 y p73 no 

compartidos por p53. Mientras ratones p53KO se desarrollan normalmente, ratones 

p63KO o p73KO muestran fuertes defectos en la diferenciación epitelial y el desarrollo 

neuronal, respectivamente (Mills et al., 1999; Yang & McKeon, 2000). En Drosophila, 

existe un único gen p53 que codifica proteínas homólogas a p53 de mamíferos (W. J. 
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Lu et al., 2009; Ollmann et al., 2000). La similitud estructural entre estos genes se 

corresponde con funciones similares en tanto este gen se induce como respuesta a 

daños al ADN y su ausencia no tiene ninguna consecuencia evidente en el desarrollo 

(Michael H. Brodsky et al., 2000; Jin et al., 2000; Ollmann et al., 2000; Xie & Golic, 

2004). 

Hace más de dos décadas, se demostró que p53 de Drosophila es capaz de 

unir secuencias de ADN conteniendo sitios consensos de unión para p53 de humanos 

(Jin et al., 2000; Ollmann et al., 2000). La proteína de humanos, al igual que en 

Drosophila, une el ADN en forma de tetrámero y su secuencia consta de 4 dominios, 

un dominio de transactivación (transactivation domain, TAD), un dominio de unión al 

ADN (DNA-binding domain, DBD), una señal de localización nuclear (nuclear 

localization signal, NLS) junto a un dominio de oligomerización (oligomerization 

domain, OD) y un dominio C-terminal regulatorio (C-terminal regulatory domain, CTR). 

El DBD de Drosophila comparte un 25% de identidad de secuencia y un 43% de 

similitud de secuencia con su contraparte en humanos y ambos adoptan una 

estructura tridimensional similar (Herzog et al., 2012). Interesantemente, distintos 

análisis estructurales han mostrado que muchas ☎✄✌✝✍✁☛✂�✠ ☞hot-spot✏ ✆�✄☛✆✌✝✆✝✠ �✂

distintos tipos de cáncer se corresponden estructuralmente con herramientas de 

pérdida de función de p53 conteniendo mutaciones puntuales y desarrolladas en 

Drosophila (Herzog et al., 2012).   

El descubrimiento de distintas isoformas para p53, tanto en vertebrados como 

en Drosophila, han revelado una gran complejidad en la regulación y función de este 

gen (Figura  8; (Dichtel-Danjoy et al., 2012a; Olivares-Illana & Fåhraeus, 2010)). La 

expresión de cada isoforma de p53 es regulada diferencialmente y juega un rol crítico 

en el control de las distintas respuestas celulares. En este sentido, la expresión 

anormal y abundancia relativa de las distintas isoformas de este gen contribuyen a la 

tumorigénesis y tienen profundos efectos en la respuesta de tumores a las distintas 

terapias (B. Zhang et al., 2015). Las isoformas presentes en humanos pueden ser 

divididas principalmente en dos grupos: isoformas transactivadoras (p53) e isoformas 

sin actividad transcripcional truncadas de forma N-terminal (✁40p53 y ✁133p53). Las 

isoformas truncadas carecen completamente del dominio de transactivación (TAD, 

Figura  8). Las isoformas de p53 pueden interaccionar entre ellas de muchas maneras 

y clarificar las relaciones entre ellas es crucial para la investigación en cáncer.  
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Figura  8. Estructura del gen p53 en humano y Drosophila (figura modificada de 
Ingaramo et al., 2018). (A) Múltiples variantes de ARNm e isoformas proteicas son generadas a 
partir del gen p53 de Homo Sapiens (Hs) y Drosophila melanogaster (Dm) a partir de distintos 
promotores, sitios de splicing y codones de iniciación de la traducción. Hsp53 codifica al menos 
9 isoformas proteicas. El transcripto completo codifica para p53 y ✁40p53, mientras que las 
variantes ✁133p53 son generadas a partir de un promotor interno. Adicionalmente, el splicing 
alternativo del exón 9 produce las isoformas �, ✂ y ✄. El gen Dmp53 genera 3 potenciales 
isoformas proteicas. El transcripto completo codifica para Dmp53B y Dmp53C, mientras que 
Dmp53A se genera a partir de un promotor interno. Los exones están representados por cajas 
(los exones no codificantes se presentan en color gris). (B) Esquema mostrando las isoformas 
de p53 donde se indican las posiciones de los aminoácidos que definen los distintos dominios 
dentro de cada variante. La proteína p53 de secuencia completa incluye: un dominio de 
transactivación (transactivation domain, TAD, en colores rojo y marrón), un dominio de unión al 
ADN (DNA-binding domain, DBD, en color verde), una señal de localización nuclear (nuclear 
localization signal, NLS, en color anaranjado), un dominio de oligomerización (oligomerization 
domain, OD, en color celeste) y un dominio C-terminal regulatorio (C-terminal regulatory 
domain, CTR, en azul). Dmp53B incluye un TAD completo equivalente a la versión completa 
Hsp53�; Dmp53A (también conocida como D✁Np53) contiene un TAD truncado pareciéndose a 
las versiones de p53 ✁133p53 y ✁40p53 en Homo sapiens. Dmp53E (también conocida como 
Dmp53✁C) es codificada por un transcripto de corta longitud derivando en una isoforma 
putativa conteniendo una versión truncada del TAD (Ingaramo et al., 2018) 
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 En Drosophila, el gen p53 codifica para 3 isoformas (Figura  8; (Joruiz & 

Bourdon, 2016; Marcel et al., 2011)). La mayoría de los estudios se han focalizado en 

la versión truncada de forma amino terminal p53A (también conocida como 

�☎✁Np53), la isoforma más abundante y la principal inductora de apoptosis luego del 

tratamiento con radiación ionizante (Chakravarti et al., 2022). A pesar de esto, 

recientemente se ha demostrado que p53B es capaz de inducir apoptosis masiva 

cuando se la sobre-expresa y también de mediar proliferación inducida por apoptosis 

(AiP), una función no canónica de p53 (Ver apartado 2.2.4i) (Dichtel-Danjoy et al., 

2012b; B. Zhang et al., 2015).  

2.2 Funciones 

2.2.1 Apoptosis 

Apoptosis, un tipo de muerte celular programada (programmed cell death, 

PCD), es inducida por p53 en respuesta al daño al ADN principalmente a través de la 

activación de genes pro-apoptóticos, entre ellos PUMA, BAX y NOXA en humanos o 

head involution defective (hid), reaper (rpr), grim y sickle en Drosophila (Michael H. 

Brodsky et al., 2000; Ollmann et al., 2000). La activación de estos genes deriva en una 

cascada de señalización que involucra la activación de proteínas caspasas (D. Xu 

et al., 2009). p53 también modula apoptosis mediante su interacción con moduladores 

de apoptosis en el citoplasma o en la membrana plasmática (Berkers et al., 2013) o la 

interacción con otras vías de señalización proapoptótica como es el caso de la vía JNK 

(Jun-N-terminal kinase) (Shlevkov & Morata, 2012) o de la vía Hippo (Colombani et al., 

2006). Además de inducir apoptosis en respuesta a estrés, se han descripto funciones 

de p53 en el desarrollo de las gónadas de Drosophila, donde induce apoptosis en un 

grupo de células germinales denominadas Primordial Germ Cells (PGC) y células 

germinales mitóticas durante las primeras etapas de la embriogénesis y la 

espermatogénesis, respectivamente (Napoletano et al., 2017; Y. Yamada et al., 2008). 

En consecuencia, se puede concluir que la apoptosis mediada por p53 ocurre no sólo 

en respuesta a estrés sino también en distintos procesos durante el desarrollo.  

2.2.2 Arresto del ciclo celular y senescencia 

Modelos animales han demostrado que la actividad supresora de tumores de 

p53, en gran parte, depende de la habilidad de esta proteína de inducir senescencia o 

arresto del ciclo celular. La inducción de senescencia dependiente de p53 puede ser 

desatada por perdida de telómeros, estrés replicativo o señalización oncogénica, y 

depende de la activación transcripcional del inhibidor de quinasas dependiente de 

ciclinas p21. Similarmente, el arresto del ciclo celular es inducido por p53 tanto en la 
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transición G1-S, mediante la inducción de p21, como en la transición G2-M, mediante 

la represión de la fosfatasa Cdc25c. A pesar de que el genoma de Drosophila codifica 

para la mayoría de los reguladores del ciclo celular conocidos hasta la actualidad 

(incluyendo los homólogos de p21/27 y Cdc25, Dacapo y String (Ollmann et al., 2000), 

respectivamente), el rol de p53 en este proceso celular en Drosophila sigue siendo 

controversial. A diferencia de lo que ocurre en vertebrados, el arresto del ciclo celular 

en Drosophila en respuesta al daño al ADN es ejercido por Dacapo de forma 

independiente de p53 (M H Brodsky et al., 2000; Michael H. Brodsky et al., 2004; 

Jaklevic & Su, 2004; Ollmann et al., 2000). Más aún, se ha reportado que el arresto del 

ciclo celular en Drosophila inhibe la actividad proapoptótica de p53 por acción de la 

ciclina quinasa Cdk1 (Ruiz-Losada et al., 2022). Si bien p53 no parece ser necesario 

para el arresto del ciclo celular en Drosophila, se ha reportado que en ciertos 

contextos puede contribuir al mismo mediante la regulación positiva de la estabilidad 

de ciclina E (Mandal et al., 2010; Ouyang et al., 2011). 

2.2.3 Reparación de ADN 

En respuesta al daño al ADN, p53 induce el arresto del ciclo celular junto a 

varios genes de reparación de ADN permitiendo que las células reparen las lesiones 

producidas antes de proseguir con el proceso de división celular. En Drosophila se ha 

visto que p53 promueve en distintos contextos la reparación por escisión de nucleótido 

(nucleotide excision repair, NER) (Jassim et al., 2003), reparación por recombinación 

homóloga (Homologous recombination, HR) (Michael H. Brodsky et al., 2004) y 

reparación por unión de extremos no homólogos (Non-homologous end joining, NHEJ) 

(Michael H. Brodsky et al., 2004).  

2.2.4 Funciones no canónicas de p53 

A pesar del rol fundamental de las funciones canónicas de p53 en la 

homeostasis de tejido, recientes observaciones han demostrado que p53 participa en 

muchos otros procesos fisiológicos. En este sentido, investigaciones utilizando 

Drosophila como organismo modelo han contribuido de forma significativa en la 

identificación de nuevas funciones de p53 incluyendo su rol en la regeneración de 

tejido y proliferación inducida por apoptosis, la coordinación de crecimiento, la 

competición celular y respuestas adaptativas al estrés nutricional (Barrio et al., 2014; 

Bondar & Medzhitov, 2010; De La Cova et al., 2014; Dichtel-Danjoy et al., 2012a; 

Sanchez et al., 2019; Wells et al., 2006).  
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i. Proliferación inducida por apoptosis 

El proceso de regeneración requiere una coordinación fina de proliferación 

celular, senescencia, apoptosis y diferenciación, todos procesos celulares regulados 

por p53.  La proliferación inducida por apoptosis (Apoptosis-induced proliferation, AiP), 

proceso esencial para la regeneración, fue inicialmente descripto en Drosophila 

demostrándose luego su conservación en vertebrados (Jung et al., 2010; F. Li et al., 

2010). En respuesta al daño en tejidos de Drosophila, las células apoptóticas secretan 

moléculas señalizadoras pertenecientes a las familias Wnt, TGF-b y Hedgehog que 

promueven la proliferación de las células vecinas no apoptóticas con el fin de que las 

células próximas a morir sean reemplazadas y se recupere el tamaño original del tejido 

(Ingaramo et al., 2018; Pérez-Garijo et al., 2013; Ryoo et al., 2004). Tanto en 

Drosophila como en otros organismos, se ha reportado que p53 participa en este 

proceso regulando la producción de moléculas mitogénicas desde las células 

apoptóticas para favorecer el desarrollo de las células vecinas (Dichtel-Danjoy et al., 

2012b; Wells et al., 2006).  

ii. Coordinación de crecimiento  

Durante el desarrollo de tejidos en Drosophila, poblaciones de células 

adyacentes crecen de manera coordinada para compensar variaciones locales en la 

tasa de crecimiento, manteniendo la homeostasis de tejido y así produciendo órganos 

de proporciones correctas (Duarte Mesquita et al., 2010). Se ha reportado que la 

activación de p53 es importante en células de Drosophila cuyo crecimiento ha sido 

interrumpido, para regular de forma no autónoma celular (parácrina y/o sistémica) el 

crecimiento de células adyacentes (Duarte Mesquita et al., 2010). Mecanismos 

similares dependientes de p53 han sido documentados en vertebrados, principalmente 

en el marco de la supresión de tumores (Krizhanovsky et al., 2008; Lujambio et al., 

2013).  

De forma adicional a respuestas a nivel local, la perturbación del crecimiento o 

daños en discos imaginales de Drosophila retrasan la metamorfosis con el objetivo de 

asegurar un crecimiento sistémico coordinado y que todos los órganos alcancen el 

tamaño final correcto. Interesantemente, se ha demostrado que Dp53 no sólo es capaz 

de inducir un retardo en el desarrollo en respuesta a daño masivo al ADN (Wells & 

Johnston, 2012) sino también de regular mecanismos encargados de la expresión de 

dilp8, un péptido clave en la coordinación de crecimiento a nivel sistémico (Sanchez 

et al., 2019).  
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iii. Competición celular 

La competición celular es un mecanismo homeostático mediante el cual un 

tejido elimina células genéticamente distintas o subóptimas para promover su correcto 

funcionamiento (Morata & Ripoll, 1975). Más allá de haber sido descripto inicialmente 

en tejidos de Drosophila, este fenómeno ha sido observado en vertebrados (Di 

Gregorio et al., 2016). La competición celular ocurre cuando dos poblaciones celulares 

con diferentes propiedades metabólicas o de crecimiento se ven confrontadas entre sí 

resultando en la expansión de la población más fuerte (células ganadoras o winner 

cells) a expensas de la más débil (células perdedoras o loser cells). A pesar de 

haberse observado activación de p53 en células perdedoras (Kucinski et al., 2017), no 

hay evidencias de que ésta sea requerida para la eliminación de dichas células (Kale 

et al., 2015). Por el contrario, en otros contextos se ha demostrado que la activación 

de p53 es necesaria y suficiente para lograr un estado celular ganador (Bondar & 

Medzhitov, 2010; G. Zhang et al., 2017). 

La competición celular además de ser un importante proceso fisiológico, bajo 

ciertas condiciones puede contribuir al desarrollo de cáncer. Se ha demostrado que la 

activación de oncogenes pueden derivar en un estado celular ☞✠✄✄�✆✍☛☎✄�✌✁✆☛✆✏ ✆✄�, 

de forma dependiente de p53, elimina células adyacentes logrando la colonización del 

tejido (De La Cova et al., 2014). 

2.2.5 Homeostasis metabólica 

Durante la última década, p53 ha emergido como un regulador clave de la 

homeostasis metabólica. La activación de p53 ha sido regularmente observada en 

respuesta a diferentes estímulos metabólicos como cambios en la tensión de oxígeno, 

el estado redox o la disponibilidad de nutrientes (Berkers et al., 2013). Frente a éstos y 

otros tipos de estrés, p53 regula el metabolismo energético al inhibir la glucólisis y 

promover la respiración mitocondrial (Liang et al., 2013). Por un lado, p53 reduce la 

expresión de transportadores de glucosa (GLUT1/3/4) y la enzima glicolítica 

fosfolicerato mutasa (PGM) al mismo tiempo que induce TIGAR (Tp53-induced 

glycolysis and apoptosis regulator), un inhibidor de la enzima limitante glicolítica 

fosfofrutctoquinasa 1 (PFK1). Por otro lado, p53 mantiene la integridad mitocondrial y 

promueve la fosforilación oxidativa al regular la expresión de synthesis of cytoctome c 

oxidase 2 (SCO2), un regulador clave del ensamblaje del complejo IV, junto a la 

enzima mitocondrial glutaminase 2 (GLS2) y apoptosis-inducing factor (AIF) (Berkers 

et al., 2013). De esta manera, p53 regula el metabolismo de glucosa para favorecer la 

generación de energía a través de la fosforilación oxidativa y el caso contrario se 
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observa en células deficientes de actividad p53. Estas células muestran altas tasas de 

glucólisis y respiración mitocondrial reducida, un perfil metabólico característico de 

células cancerígenas o altamente proliferativas denominado efecto Warburg (Liang 

et al., 2013). Particularmente en el tejido adiposo, la expresión de p53 ha sido 

asociada al desarrollo de obesidad y resistencia a insulina. Se ha demostrado que la 

senescencia de preadipocitos mediada por p53 es un mecanismo de protección frente 

a la adiposidad excesiva asociada al envejecimiento (Chen et al., 2012). En estudios 

adicionales, se reportó que la expresión de p53 en el tejido adiposo se encuentra 

inversamente relacionada con los niveles de resistencia a insulina y que tratamientos 

con Metformina, un fármaco antidiabético, aumentan su expresión (Ortega et al., 

2013).  

En Drosophila también se ha asociado p53 a la regulación de varias vías 

metabólicas. De forma similar a su homólogo en mamíferos, la activación de p53 

regula las vías de la glucólisis y OXPHOS como parte de un mecanismo homeostático 

en tejidos sobre-expresando el oncogen Myc (De La Cova et al., 2014). A su vez, p53 

regula la glucólisis frente a la falta de nutrientes mediante la represión de dos enzimas 

glicolíticas, PGM y la Hexoquinasa C (Hex-C) (Barrio et al., 2014). Junto a su 

capacidad de regular el metabolismo celular, se ha demostrado que p53 en Drosophila 

participa en la adaptación metabólica a nivel de organismo. La depleción de la 

actividad de p53 específicamente en el FB de Drosophila acelera el consumo de 

reservas energéticas, reduce los niveles de azúcares y compromete la supervivencia 

frente a la privación de nutrientes (Figura  9) (Barrio et al., 2014). p53 es regulado en 

el FB por miR-305 de manera dependiente de las condiciones nutricionales y de la 

activación de la vía TOR. Mientras que en animales bien alimentados la señalización 

TOR contribuye a la inhibición de p53 mediada por miR-305, la privación de nutrientes 

reduce los niveles de los componentes de la maquinaria de miARNs (micro ARNs) 

bajando los niveles de miR-305 y deteniendo este mecanismo de represión sobre p53 

(Barrio et al., 2014). El mecanismo a partir del cual p53 regula la homeostasis 

metabólica a nivel sistémico y la supervivencia a la falta de nutrientes no se conoce 

aún. En este sentido, la actividad de p53 se ha asociado a la regulación de las vías de 

la insulina y factores de crecimiento similares a la insulina (Insulin/insulin-like growth 

factor signalling, IIS). La falta de p53 en las IPCs deriva en un aumento del lifespan o 

tiempo de vida de moscas adultas, acompañado de una disminución en los niveles de 

transcripto de dILP2 y una menor activación de IIS en el FB (Bauer et al., 2007). 

Asimismo, se ha descripto que, en respuesta al hambreado o al estrés ribosomal, la 

depleción de p53 en las IPCs también regula dILP2 a nivel de secreción (Hasygar & 
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Hietakangas, 2014). De esta manera, la modulación de la IIS por parte de p53 en el 

tejido adiposo es un potencial candidato por el cual p53 regula la homeostasis 

metabólica a nivel sistémico en respuesta al estrés nutricional.   

 

Figura  9. Rol de p53 en Drosophila en la adaptación metabólica a la privación de 
nutrientes (figura modificada de Barrio et al., 2014). En animales bien alimentados, la 
señalización TOR contribuye a la inhibición de p53 vía miR-305 en células del FB. Frente a la 
privación de nutrientes, los niveles de los principales elementos de la maquinaria de miARNs 
se ven reducidos, lo que deriva en una baja en la represión de p53. La depleción especifica de 
la actividad p53 en las células del FB acelera el consumo de reservas energéticas y 
compromete la supervivencia del animal frente a periodos de hambreado (Barrio et al., 2014). 

2.3 Regulación  

Múltiples niveles de regulación aseguran que p53 se active exclusivamente en 

respuesta a condiciones de estrés. P53 se encuentra regulado a nivel transcripcional y 

post-transcripcional, pero son las modificaciones post-traduccionales las que 

principalmente afectan tanto la estabilidad, su localización subcelular y actividad 

transcripcional. Todos estos aspectos de la proteína p53 son regulados mediante 

fosforilación, ubiquitinación, acetilación, sumoilación y glicosilaciones, entre otras 

(Figura  10, (Dai & Gu, 2010; Ingaramo et al., 2018)).  
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Figura  10. Modificaciones post-traduccionales de la proteína p53 en humano y 
Drosophila (Figura modificada de Ingaramo et al., 2018). Esquema general de la proteína p53 
con sus principales dominios. Los sitios de modificación se encuentran indicados a lo largo de 
las proteínas. Las enzimas responsables (Modifying enzymes) y el tipo de modificación en cada 
organismo se encuentran detalladas a la derecha en el color correspondiente. (Ingaramo et al., 
2018). 

En células normales bajo condiciones óptimas, p53 se mantiene en niveles 

fisiológicos bajos principalmente por la acción de la ubiquitina-ligasa MDM2 (Murine 

Double minute 2), la cual promueve la exportación nuclear de p53 y su posterior 

degradación por ubiquitinación (Nag et al., 2013). De esta manera, la inhibición de 

MDM2 por diferentes efectores resultan en la estabilización y activación de p53. Este 

es el caso de ARF (ADP-ribosylation factor 1), un gen supresor tumoral que secuestra 

MDM2 en el nucléolo e inhibe su actividad (Pimkina & Murphy, 2009).  Una vez 

superadas las condiciones de estrés, la inhibición de MDM2 es regulada 

negativamente por retroalimentación mediante activación transcripcional por p53. 

Muchas otras modificaciones post-traduccionales distintas de la ubiquitinación y 

deubiquitinación son responsables de la estabilización de p53. Luego de daño al ADN, 

una serie de proteínas quinasas incluidas ATM (Ataxia telangiectasia mutated), ATR 

(Ataxia telangiectasia related), Chk1 (Checkpoint kinase 1) y Chk2 (Checkpoint kinase 

2) (Dai & Gu, 2010; Ingaramo et al., 2018) fosforilan y estabilizan p53. De la misma 

manera, en respuesta a la privación de glucosa, la fosforilación en la serina 15 de p53 

por AMPK (AMP-activated protein kinase) es necesaria para una detención transitoria 

del ciclo celular. Además de fosforilación, se ha reportado que p53 es regulado por 

acetilación y deacetilación. Deacetilasas como las Sirtuinas (espacialmente Sirt1) 

actúan como importantes reguladores negativos de la actividad transcripcional de p53. 

Finalmente, la señalización de p53 es también regulada por la maquinaria de micro-

ARN (miARN) y se ha reportado que muchos miARNs reprimen tanto p53 como 

muchos de sus reguladores (Juan Liu et al., 2017). 

En Drosophila, se ha reportado que p53 es regulado por ubiquitinación, 

fosforilación y sumoilación. La activación de p53 luego del daño al ADN depende de la 
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actividad de Lok, el ortólogo en Drosophila de Chk2. La fosforilación de p53 

dependiente de Lok/Chk2 en la serina 4 activa una respuesta transcripcional global al 

daño al ADN que induce la reparación del ADN como también vías apoptóticas (Peters 

et al., s. f.). Aunque la vía canónica ARF/MDM2 se encuentra ausente en especies 

invertebradas, se ha reportado que las proteínas Synoviolin (dSyno) y gene companion 

of reaper (Corp) son capaces de regular la actividad de p53. dSyno es una E3 

ubiquitina-ligasa implicada en la degradación asociada a retículo endoplásmico 

(Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation, ERAD) que se ha demostrado capaz 

de ubiquitinar a p53 in vitro y su sobreexpresión capaz de reducir los niveles y la 

apoptosis dependiente de este factor de transcripción (Yamasaki et al., 2007). Por su 

parte, la sobreexpresión de Corp promueve la supervivencia celular luego de daño al 

ADN en células somáticas pero lo reduce en la línea germinal, similar a lo que ocurre 

en mutantes de p53. De forma análoga a MDM2, Corp es regulado 

transcripcionalmente por p53 sugiriendo un mecanismo de retroalimentación negativa 

conservado para limitar la respuesta dependiente de p53 (Akdemir et al., 2007; 

Michael H. Brodsky et al., 2004). Asimismo, Corp comparte un motivo proteico con 

MDM2 en una región esencial para la interacción entre MDM2 y p53 en vertebrados, y 

es esta región en Drosophila la que interesantemente media la interacción entre Corp 

y p53.  

La acetilación de p53 no ha sido completamente demostrada en Drosophila. 

Aun así, se ha demostrado que la deacetilasa Sir2 de Drosophila es capaz de 

interaccionar físicamente con p53 y evidencia genética sugiere que, de forma similar a 

lo que ocurre en mamíferos, p53 es un gen objetivo de Sir2 (Bauer & Helfand, 2009). 

Junto con la acetilación, p53 puede ser sumoilada en Drosophila en dos lisinas (K26 y 

K302) y mutaciones de ambos sitios reducen dramáticamente la actividad 

transcripcional de p53 y su habilidad de inducir apoptosis por su sobreexpresión (Mauri 

et al., 2008). Finalmente, se ha reportado que p53 es regulada por miARNs 

(microARNs) en varios tejidos e interesantemente, la regulación de p53 por miARNs 

en el FB es modulada por la disponibilidad de nutrientes y la vía TOR (Barrio et al., 

2014). En su conjunto, todos estos estudios indican que p53 es regulado de forma 

similar en Drosophila y mamíferos, lo cual apoya el uso de Drosophila como organismo 

modelo en investigaciones sobre nuevas funciones fisiológicas de p53 (Ingaramo 

et al., 2018). 
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3. Autofagia 

El proceso de autofagia es un proceso catabólico celular altamente conservado 

en eucariotas. El término autofagia se deriva de las raíces griegas autos;✟un☛ ☎✁✠☎☛✏ ✠

phagein� ☞comer✏ ✠ �✂ ✞✁☛✟☛✄✡✝ ✠� ✆��✁�✆� ✝l proceso mediante el cual distintos 

componentes celulares son derivados al lisosoma para su degradación. Se ha 

demostrado que distintas afectaciones en el proceso de autofagia están íntimamente 

relacionadas a múltiples condiciones fisiopatológicas de índole neurodegenerativa, 

infecciosa, autoinmune, cardiovascular, reumática, metabólica, pulmonar, y 

relacionadas a enfermedades malignas y al envejecimiento (Galluzzi et al., 2017). 

Todas estas implicancias fisiológicas demuestran que este proceso es de vital 

importancia para el mantenimiento de la homeostasis celular y sistémica.  

En este trabajo se utilizará el término autofagia para referirse a la 

macroautofagia, un tipo particular de autofagia que involucra la formación de vesículas 

citosólicas que se fusionan a lisosomas. Junto a la macroautofagia, la microautofagia  

y la autofagia mediada por chaperonas (Chaperone-mediated Autophagy o CMA) se 

encargan de la degradación de gran parte del material celular. Tanto la 

macroautofagia, como la microautofagia y la CMA pueden ser selectivas, degradando 

moléculas objetivo mediante receptores específicos, como no selectivas, degradando 

material celular en masa. La microautofagia involucra la captación de componentes 

celulares a través de la invaginación directa de la membrana de endolisosomas 

mientras que la CMA permite la entrada de componentes celulares al lisosoma a 

través de la actividad de proteínas chaperonas. A pesar de ser inducidas fuertemente 

frente a la falta de nutrientes y otros tipos de estrés, todos estos tipos de autofagia   

ocurren   de   manera   basal   en   la   mayoría   de   las   células metabólicamente 

activas como un mecanismo de control de calidad que elimina organelas defectuosas y 

agregados proteicos que puedan afectar el correcto funcionamiento celular �✁✂✆✁✂✍✄

et al., 2017; Mizushima & Komatsu, 2011; Mukherjee et al., 2016; Tekirdag & Cuervo, 

2018). De todas estas clases de autofagia, en este trabajo nos focalizaremos 

particularmente en la macroautofagia.  

3.1 Macroautofagia en Drosophila 

3.1.1 Mecanismo molecular 

La macroautofagia es un proceso altamente conservado en Drosophila 

mediante el cual los componentes celulares presentes en el citosol son engolfados en 

masa por una doble membrana formando vesículas denominadas autofagosomas. 
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Para la degradación de su contenido, estas vesículas se fusionan al lisosoma dando 

lugar a una vesícula ácida denominada autofagolisosoma (Figura  11).  

 

Figura  11. Esquema del proceso de autofagia (figura modificada de Fleming y 
Rubinsztein, 2020). Un saco de membrana denominado fagoforo, asociado al complejo proteico 
Atg5-Atg12-Atg16L1 y la proteína Atg8, envuelve material del citosol y da origen a una vesícula 
denominada Autofagosoma. Esta vesícula luego se fusiona a lisosomas (asociados a la 
proteína de membrana LAMP1) formando un autofagolisosoma y permitiendo la degradación 
de su contenido (Fleming & Rubinsztein, 2020). 

Los genes que participan en este proceso fueron inicialmente descubiertos en 

levaduras y se los refiere como genes Apg o Atg (Autophagy-related genes, ej. Atg1) 

(Mizushima et al., 2011; Tsukada & Ohsumi, 1993). Muchas de las herramientas 

utilizadas para monitorear el proceso de autofagia se basan en la marcación de estas 

proteínas. En este trabajo se utilizara el marcador mCherryAtg8, el cual se encuentra 

presente en autofagosomas y autofagolisosomas (Figura  11). Otra herramienta 

ampliamente utilizada es la tinción con Lysotracker, compuesto químico que emite 

fluorescencia exclusivamente en medios ácidos. Esta característica permite la 

marcación fluorescente de lisosomas y autofagolisosomas (Figura  11, la marcación de 

Lysotracker coincide con vesículas portando la proteína de membrana lisosomal 

LAMP1).  

Luego de su inducción, el proceso de autofagia comienza a partir de la 

nucleación o reclutamiento de moléculas al sitio PAS (phagophore site assembly) o 

sitio de formación del fagoforo. El fagoforo, precursor del autofagosoma, es una 

cisterna transitoria doble membrana que engolfa el material a degradar (organelas, 

agregados proteicos y estructuras o moléculas de almacenamiento energético como 

Lipid Droplets y glucógeno) �✁✂✆✁✂✍✄ �✌ al., 2017; Yin et al., 2016). Una vez formado el 
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fagoforo, mediante procesos de expansión y sellado,  éste termina en la formación del 

autofagosoma. A lo largo de las etapas de inducción, nucleación y elongación y 

formación del autofagosoma, intervienen distintos complejos proteicos: el complejo de 

iniciación (compuesto por Atg1, Atg17 o FIP200 en mamíferos, Atg101 y Atg13), el 

complejo de nucleación �☛ ☞✍☛☎✄✟�✞☛ ✂�✝✁ ✆� ✍✟✝✠� ���✏✝ ✍ompuesto por Beclin1, Vps34, 

Vsp15 y Atg14) y el complejo de elongación (compuesto por Atg5, Atg12 y Atg16) 

(Chang & Neufeld, 2010).  

 

Figura  12. Mecanismos moleculares del proceso de autofagia en Drosophila (figura 
modificada de Khezri y Rusten, 2019). AMPK y TOR regulan la inducción de autofagia 
mediante la activación/inactivación del complejo de iniciación (Atg1/Atg13/Atg101/FIP200). El 
complejo de nucleación o PI3K-III (Beclin1/Vsp34/Atg14/Vsp15) define el sitio de formación del 
fagoforo. Durante la formación del autofagosoma, las proteínas Atg5-Atg12 conjugadas 
mediante la acción de Atg7 y Atg10, son reclutadas al PAS por Atg16. El complejo de 
elongación (Atg5/Atg12/Atg16) en el PAS media la incorporación a la membrana del fagoforo 
de Atg8-PE, conjugado mediante la acción de Atg7 y Atg3. Mediante procesos de elongación y 
sellado, se forma el autofagosoma que luego se fusionará a lisosomas (generando un 
autofagolisosoma) para la degradación de su contenido (Lipid Droplets, glucógeno, agregados 
proteicos y organelas completas, a modo de ejemplo). La degradación de proteínas, ácidos 
nucleicos, lípidos y polisacáridos generará así la provisión a la célula de aminoácidos, 
nucleótidos, ácidos grasos y azúcares, entre otros (Khezri & Rusten, 2019). 

Uno de los estímulos que derivan en la inducción del proceso de autofagia es la 

falta de nutrientes. Una de las vías principales que sensan este tipo de estrés es la vía 

de TOR. La privación de nutrientes, y particularmente la falta de fuente de nitrógeno o 

aminoácidos, inician una cascada de señalización intracelular a partir de la inhibición 

del complejo TORC1. En levaduras, al igual que en vertebrados, bajo condiciones 

ricas en nutrientes, TORC1 fosforila Atg13 disminuyendo su afinidad por Atg1 e 



INTRODUCCION 

45 
 

inhibiendo la formación del complejo de iniciación (Fujioka et al., 2014). Frente a la 

falta de nutrientes, la baja en la actividad de TORC1 y la consecuente desfosforilación 

de Atg13, junto a la autofosforilación de Atg1, activa el complejo de iniciación y se da 

inicio al proceso de autofagia (Wong et al., 2013; Yin et al., 2016). Por el contrario, en 

Drosophila, la fosforilación de Atg13 la ejerce Atg1 y tiene un impacto regulador 

positivo en la inducción de autofagia (Yu-Yun Chang & Thomas P. Neufeld, 2009). A 

diferencia de levaduras, la inhibición de autofagia por TORC1 en Drosophila ocurre 

mediante la fosforilación de Atg1. Ante estrés por falta de nutrientes, TORC1 se 

inactiva, Atg1 se desfosforila resultando en su activación y posterior fosforilación de 

Atg13 (Yu-Yun Chang & Thomas P. Neufeld, 2009).  

De forma opuesta a TORC1, AMPK es un regulador positivo del proceso de 

autofagia. En vertebrados, una vez activa, AMPK fosforila ULK1, homólogo de Atg1, lo 

que induce la formación del complejo de iniciación e induce el proceso de autofagia 

(Figura  12) (Joungmok Kim et al., 2011). En condiciones ricas de nutrientes TORC1 

inhibe la interacción AMPK y ULK1 mediante fosforilación de ULK1 (Joungmok Kim 

et al., 2011). En Drosophila, y al igual que en mamíferos, se ha descripto que la 

sobreexpresión de AMPK es capaz de inducir autofagia (Ulgherait et al., 2014).  

Una vez activo el complejo de iniciación, Vps34, una fosfoinositol-3-quinasa de 

clase III (PI3K), como parte del complejo de nucleación, genera la síntesis localizada 

de fosfatidinositol-3-fosfato (PI3P) lo que determina el sitio PAS e inicia la formación 

del fagoforo (Nascimbeni et al., 2017).   

Para la expansión del fagoforo son necesarios dos sistemas similares a los de 

conjugación de ubiquitina (Ubiquitin-like, Ubl). Estos se componen de las proteínas Ubl 

Atg12 y Atg8, dos proteínas de estructura similar a la ubiquitina. Atg12 es conjugado a 

Atg5 mediante la acción de las ligasas Atg7 y Atg10. Para el caso de Atg8 (LC3 en 

mamíferos), éste es conjugado al lípido fosfatidiletanolamina (PE) y esto ocurre 

mediante la acción de Atg7 y Atg3 junto a la proteasa Atg4, la cual remueve parte del 

C-terminal de Atg8 (Figura  12) (Yin et al., 2016) (es por esta razón que los 

marcadores que se utilizan fusionados a Atg8 se ubican en su extremo N-terminal, ej. 

mCherryATG8). La incorporación de Atg8-PE a la membrana del fagoforo depende del 

complejo Atg5/Atg12, el cual es reclutado al PAS por Atg16 (Wesselborg & Stork, 

2015). Una  vez  unido a  membrana,  Atg8-PE media los eventos de fusión que 

ocurren durante la expansión y el cierre del fagoforo e interactúa con adaptadores y 

receptores autofágicos que presentan motivos LIR (LC3 interaction motif, regiones  de  
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interacción  con  Atg8), una función crucial en la autofagia selectiva (Birgisdottir et al., 

2013).  

3.1.2 Funciones fisiológicas 

El proceso de autofagia se induce en respuesta a distintos tipos de estrés, 

como la privación de nutrientes, hipoxia, ausencia de factores de crecimiento, estrés 

relacionado al Retículo Endoplásmico, la generación de ROS (reactive oxygen 

species, especies reactivas de oxigeno) e infecciones de patógenos intracelulares. Ya 

sea de forma basal o en respuesta a estos estímulos, el proceso de autofagia se activa 

para cumplir las siguientes funciones: 

i. Reciclado molecular y abastecimiento de reservas energéticas 

La autofagia actúa como un mecanismo de reciclaje molecular proveyendo a la  

célula de aminoácidos libres y otros precursores anabólicos generados a partir de la  

degradación de organelas y/o biomoléculas, para ser utilizados como energía o para la  

biosíntesis de nuevos componentes celulares. En el caso particular de la autofagia en 

órganos involucrados en el metabolismo energético, se ha descripto que moscas 

adultas de Drosophila deficientes de autofagia específicamente en el FB son más 

sensibles a la falta de nutrientes (Figura  13), sugiriendo un rol para este proceso en el 

reciclado y abastecimiento de reservas energéticas. Asimismo, en este sentido, se ha 

reportado que autofagia es un proceso necesario para la degradación eficiente de 

glucógeno en respuesta a la privación de nutrientes (Zirin et al., 2013).  

 

Figura  13. Figura modificada de Scott et al., 2004. Sensibilidad a la privación de 
nutrientes de moscas adultas expresando un ARN de interferencia (ARNi o RNAi) 
específicamente en el FB contra el gen esencial para el proceso de autofagia, Atg5 (Scott et al., 
2004).  
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ii. Mecanismo de reparación de organelas y proteínas 

En células saludables y en condiciones óptimas, las proteínas mal plegadas 

son conjugadas a ubiquitina y degradadas en el proteosoma. Sin embargo, la actividad 

proteosomal es propensa a la inactivación por distintos tipos de estrés y disminuye con 

la edad. Si la capacidad degradativa del proteosoma se ve sobrecargada, el sistema 

autofágico se activa para remover la acumulación de agregados como también las 

organelas que han sido dañadas irreparablemente por proteínas agregadas o no 

funcionales (Dikic, 2017). Apoyando el rol fisiológico de este proceso, ratones 

deficientes en autofagia en su sistema nervioso central muestran altos niveles de 

neurodegeneración ratificando el rol de autofagia en la eliminación de agregados 

proteicos (Komatsu et al., 2006).  

iii. Muerte celular dependiente de autofagia 

Además del proceso de muerte celular programada o apoptosis, se ha 

descripto otro tipo de muerte celular programado denominado muerte celular 

dependiente de autofagia (Autophagy-dependent cell death, ADCD). Este tipo de 

muerte cumple con tres criterios: otros tipos de muerte celular quedan excluidos, se 

presenta un aumento en el flujo autofágico, y la inhibición genética o farmacológica del 

proceso de autofagia rescata la célula de la muerte celular (Schwartz, 2021). Un 

clásico ejemplo de este tipo de muerte celular se da en la metamorfosis de Drosophila 

donde las células del intestino, entre otros, atraviesan la muerte celular para ser 

reemplazadas por células que formarán los órganos de la mosca adulta.  

iv. Funciones inmunológicas 

Autofagia ha sido relacionada a una variedad de funciones del sistema inmune, 

como la remoción de bacterias intracelulares, secreción de citoquinas, control de la 

inflamación, presentación antigénica y desarrollo de linfocitos. Se ha observado que 

distintas patologías relacionadas al sistema inmune como lupus eritematoso, artritis 

reumatoide, psoriasis, diabetes y esclerosis múltiple están asociadas a defectos en la 

vía de la autofagia (Dikic & Elazar, 2018).   

3.2 Regulación de la autofagia por p53 

La actividad modulatoria de p53 con respecto a autofagia depende del contexto 

y es altamente influenciada por su localización subcelular. A grandes rasgos, mientras 

que p53 inhibe el proceso de autofagia en citoplasma, adquiere un rol proautofágico al 

traslocarse a núcleo (Maiuri et al., 2010).  
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Figura  14. Regulación de autofagia por p53 (figura modificada de Maiuri et al., 2010). 
Bajo condiciones fisiológicas, los niveles de p53 son controlados por ubiquitinación 
dependiente de MDM2 seguida de su degradación vía proteosoma. En respuesta a estrés, p53 
es estabilizado mediante modificaciones post-traduccionales que evitan su degradación o 
mediante alteración en la actividad de MDM2 (como en el caso de su secuestro en el nucléolo 
por ARF). En el núcleo, tetrámeros activos de p53 unen la región promotora de múltiples genes 
codificando para moduladores proautofágicos incluyendo las subunidades ✂1 y ✂2 de AMPK, 
DAPK-1, DRAM, proteínas Bcl-2 (Bad, Bax, Bnip3 y PUMA), Sestrin2, PTEN, IGFBP3, algunos 
genes ATG y TSC2. De forma opuesta, p53 citoplasmático inhibe autofagia mediante 
mecanismos no del todo conocidos (Maiuri et al., 2010). 

3.2.1 Rol de p53 como inhibidor de autofagia 

En múltiples contextos, se ha reportado que la inhibición farmacológica de p53 

desencadena la inhibición de TOR e inducción de autofagia (Jian Liu et al., 2020). Esta 

función de p53 inhibitoria de autofagia estaría mediada exclusivamente por su versión 

citoplasmática, al persistir el fenotipo observado en citoplastos y células expresando 

versiones de p53 careciendo de señal de localización nuclear, sin actividad 

transcripcional ni capacidad de interaccionar con elementos de la familia BCL2  

(Tasdemir et al., 2008). En este sentido, muchos estímulos inductores de autofagia, 

incluidos la privación de glucosa, la baja en factores de crecimiento y la inhibición de 

mTOR con rapamicina, pueden estimular la degradación de p53 citoplasmático 

mediada por MDM2. Asimismo, en muchas líneas celulares mutantes nulas para p53, 

se ha observado niveles de autofagia basal elevados que remiten al ser transformadas 

con p53 (Tasdemir et al., 2008). Finalmente, otro mecanismo posible por el cual p53 



INTRODUCCION 

49 
 

reprime autofagia podría ser su interacción directa con FIP200, la cual interfiere con 

las primeras etapas en la inducción de autofagia (Morselli et al., 2011).  

3.2.2 Rol proautofágico de p53 

Al menos en ciertas circunstancias, la respuesta a estrés mediada por p53 

involucra la transactivación de genes codificando para la subunidad �✟ ✠ �� de AMPK, 

TSC2, phosphatase and tensin homolog (PTEN), Sestrin 1 y 2 e insulin-like growth 

factor binding protein 3 (IGFBP3), todas proteínas que antagonizan la función 

supresora de autofagia de mTOR o activan la quinasa proautofágica AMPK (Feng 

et al., 2007; Maiuri et al., 2009). Particularmente, p53 es capaz de inducir los genes 

IGF-BP3, TSC2 y PTEN en tejidos de ratón involucrados en el metabolismo energético 

como tejido adiposo, musculo esquelético, corazón, hígado y riñón, donde la vía 

IIS/TOR actúa en respuesta a niveles exógenos de glucosa (Feng et al., 2007). Junto a 

estos genes, en células humanas, se ha observado también la inducción de AMPK✂1 y 

AMPK✂2 de forma dependiente de p53 (Feng et al., 2007). Adicionalmente, en células 

de ratón y humanas tratadas con doxorubicina para generar daño al ADN se observó 

la inducción de autofagia de forma dependiente de p53. En este contexto, se 

realizaron estudios de secuenciación masiva de ARN (RNA-seq) y de secuenciación 

luego de inmunoprecipitación de la cromatina (ChiP-seq) y se encontraron varios 

genes con un rol directo en autofagia que unen p53 y cuya transcripción es regulada 

por éste, entre ellos ULK1 y Atg7 (Kenzelmann Broz et al., 2013). En estudios 

similares se identificó el gen objetivo de p53, Isg20L1, cuya sobreexpresión induce 

autofagia y células cancerígenas deficientes en este gen muestran menores niveles de 

autofagia ante su inducción mediante métodos farmacológicos (Eby et al., 2010). 

Asimismo, en respuesta al estrés genotóxico p53 induce las proteínas Sestrin 1 y 

Sestrin 2, proteínas activadoras de AMPK e inhibidoras de la señalización TOR 

(Budanov & Karin, 2008; Maiuri et al., 2009).  

Adicionalmente, roles proautofágicos se le han asignado a varios miembros de 

la respuesta apoptótica mediada por p53, incluyendo Bax (perteneciente a la familia de 

Bcl-2) (Yee et al., 2009) junto a Bad (Maiuri et al., 2007), Bnip3 (J. Zhang & Ney, 2009) 

y PUMA (Yee et al., 2009), todas proteínas BH3-only. Se propone que las proteínas 

que contienen BH3 inducen autofagia al menos en parte, desestabilizando 

interacciones inhibitorias entre las proteínas antiapoptóticas Bcl-2/Bcl-XL y Beclin1 

(L.Omonosova & C.Hinnadurai, 2008; Maiuri et al., 2010). De forma similar, se ha 

reportado que el gen proapoptótico objetivo de p53, DAPK1 (death-associated protein 

kinase 1), promueve autofagia mediante múltiples mecanismos incluyendo el 
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secuestro de la proteína MAP1B asociada a microtúbulos (inhibidor de ATG8/LC3), la 

fosforilación de Beclin1 (inhibiendo su interacción con Bcl-2/Bcl-XL) y la acumulación 

de p53 mediada por ARF, resultando en la transducción de señales proautofágicas 

tanto dependientes como independientes de p53 (P. Singh et al., 2016).  

Por último, se ha identificado que el gen correspondiente a la proteína 

lisosomal DRAM1 (damage-regulated autophagy modulator 1) es gen objetivo de p53 y 

se encuentra involucrado tanto en las funciones proapoptóticas como proautofágicas 

de p53 (Crighton et al., 2006; Criollo et al., 2009; Kerley-Hamilton et al., 2007; 

Takahashi et al., 2013). A pesar de que la sobreexpresión de DRAM1 por si sola causa 

mínimos niveles de muerte celular, en múltiples experimentos se ha mostrado esencial 

para la apoptosis mediada por p53 (Crighton et al., 2006; Takahashi et al., 2013). 

Interesantemente, la sobreexpresión de este gen, a su vez, causa una clara inducción 

de autofagia (Maiuri et al., 2009).  

3.2.3 CG4025/DRAM en la regulación de la autofagia por p53 en Drosophila 

Resultados preliminares obtenidos en el laboratorio han señalado el gen 

CG4025 como inducible frente a la falta de nutrientes. La función de CG4025 no se 

conoce, sin embargo, a partir de un análisis de su secuencia aminoacídica 

identificamos un dominio conservado (IPR019402) presente en proteínas 

Frag1/DRAM/Sfk1. En particular, DRAM es una familia de proteínas altamente 

conservada desde nematodos hasta humanos (Criollo et al., 2009; Mah et al., 2012; 

✆✂✂✆�✠ �✌ al., 2009). La familia DRAM en humanos consta de cinco miembros 

(DRAM1-5) y, a pesar de que todos sus miembros se encuentran involucrados en la 

regulación del proceso de autofagia, sólo la regulación de DRAM1 parece ser 

dependiente de p53 (Barthet et al., 2022; Crighton et al., 2006; Kerley-Hamilton et al., 

2007; Mrschtik et al., 2015; Yoon et al., 2012).  

La proteína humana DRAM1 codifica para un polipéptido conteniendo seis 

dominios transmembrana y se localiza en membrana de lisosomas (Crighton et al., 

2006). Experimentos de sobreexpresión del gen de Drosophila en células humanas 

sugieren que la capacidad de regular autofagia de las proteínas DRAM estaría 

conservada (Criollo et ✝✟✁✝ �✞✞�� ✆✂✂✆�✠ �✌ al., 2009). Mientras que DRAM1 es 

necesario para la inducción de apoptosis mediada por p53, hasta el corriente año, no 

se había descripto funciones de las proteínas DRAM en homeostasis metabólica. En 

un estudio reciente1, se describió que, en células humanas, DRAM4 y DRAM5 se 

inducen frente a la falta de glucosa pero de forma independiente de p53 (Barthet et al., 
                                                
1 Fecha de publicación: 21 de Enero de 2022 
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2022). En base a esto último, sería importante la realización de experimentos in vivo 

que permitan definir el rol de p53 en los mecanismos regulatorios de autofagia 

ejercidos por la proteína DRAM.   

A

B

 

Figura  15. Figura modificada de Crighton et al., 2006. (A) La proteína DRAM1 humana 
consta de 238 aminoácidos. La predicción de dominios indican la presencia de seis dominios 
transmembrana (cajas en blanco) y un péptido señal que dirige la proteína al retículo 
endoplásmico (cajas en gris). (B) Alineamiento de secuencias de DRAM correspondiente a 
varias especies. Aminoácidos altamente conservados se muestran en rojo y los pocos 
conservados en azul (Crighton et al., 2006).  
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1. Objetivo general 

El presente proyecto de investigación tiene como objetivo central estudiar la 

función del gen supresor de tumores p53 en metabolismo y crecimiento utilizando 

Drosophila melanogaster como sistema modelo. 

2. Objetivos particulares 

2.1 Estudiar la regulación de autofagia por p53 en respuesta a la 

privación de nutrientes 

Resultados preliminares obtenidos en el laboratorio indican que en ausencia de 

p53 la vía de autofagia no se induce en respuesta a la privación de nutrientes. 

Proponemos llevar a cabo un análisis genético detallado para identificar el/los pasos 

en la vía de autofagia regulados por p53.  

2.2 Estudiar la función del gen CG4025 en la inducción de autofagia 

mediada por dp53  

El gen CG4025 presenta homología con el gen DRAM que codifica para una 

proteína humana involucrada en el proceso de autofagia. Dado que CG4025 es capaz 

de regular autofagia en Drosophila, como parte de este trabajo nos proponemos 

analizar si la expresión de este gen es dependiente de p53 y, a su vez, si esta 

interacción es relevante para la modulación de autofagia por parte de p53.   
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1. Líneas de Drosophila y mantenimiento 

En este trabajo se utilizaron las siguientes líneas de Drosophila: w1118, cg-Gal4 

(BL7011), ppl-Gal4 (BL58768), R4-Gal4 (BL33832), lsp2-Gal4 (BL6357), vgat-Gal4 

(BL58980), Fkh-Gal4 (BL78061), p53ns (BL23283), p535A14 (BL6815), UAS-P53H159N 

(BL8420), UAS-P53R155H (BL8419), GUS-P53259H (BL6582), UAS-atg1i (BL26731), 

UAS-�✁✂✄✎i (BL57785), UAS-suni (VDRC23685), UAS-upd2i(BL33949), UAS-

ccha1i(BL57562), UAS-ccha2i(BL57183), UAS-gbp1i (VDRC15512), UAS-

gbp2i(VDRC330018), UAS-domei(BL53890), tGPH (Britton et al., 2002), unk-lacZ 

(Tiebe et al., 2015), Dilp2-HF (Park et al., 2014); p53RE-GFP (W.-J. Lu et al., 2010), 

UAS-mCherry-ATG8a (Yu-Yun Chang & Thomas P. Neufeld, 2009) UAS-Drami 

(VDRC6924); las demás líneas se encuentran descriptas en flybase. Individuos 

provenientes del cruce de las líneas Gal4 con animales w1118 fueron utilizadas como 

control. Las líneas de moscas fueron crecidas a 25°C en medio estándar de 

Drosophila (glucosa 4%, levadura deshidratada 40 g/L, agar 1%, harina de maíz 25 

g/L, polenta 50 g/L, ácido propiónico 4.5 ml/L y Nipagin 1.1 g/L).  

2. Cruces y experimentos de mosaicos genéticos 

Se utilizó el sistema binario GAL4/UAS para dirigir la expresión de distintos 

transgenes a diferentes tejidos de Drosophila (Brand & Perrimon, 1993). Los cruces 

�✄�✆☛✂ ✟✟�☎✝✆☛✠ ✝ ✍✝✞☛ ✝ �✁✁✞ ✝ ✂☛ ✠�✆ ✆✄� ✠� ✁✂✆✁✆✄� ✟☛ ✍☛✂✌✆✝✆✁☛✁ El cruce de las 

líneas Gal4 con la línea  w1118 fue utilizado como control para cada experimento.  

Para el análisis ✆� ✍✟☛✂�✠ �✍✟☛✂�✠ ☞�✟✁✄-☛✄✌✏✟✝ ✂�☎✞✆✝✠ ✂✠✂✁✂� ✝✍✌☎✠✆☎Gal4, 

UAS-RFP/TM6 o hsFlp; UAS-Dicer2; R4-Cherry-ATG8, act>y+>Gal4, UAS-GFP/TM6 

(Arsham & Neufeld, 2009) fueron cruzadas con las líneas UAS-transgen 

correspondientes a 25°C. Se analizaron eventos de recombinación espontánea 

ocurridos en el cuerpo graso previos al inicio del proceso de endoreplicación (Britton 

et al., 2002).  

3. Tratamientos de hambreado y experimentos de supervivencia 

Para los tratamientos de hambreado, los huevos de individuos del genotipo 

deseado fueron colectados por intervalos de 4h. Pasadas las 24h, inmediatamente 

después de la eclosión, las larvas L1 (en su primer estadio larvario) fueron transferidas 

a tubos conteniendo comida estándar a una densidad de 50 larvas por tubo. Previo al 

tratamiento de hambreado, las larvas fueron crecidas a 25ºC por 72h. En el medio de 

su tercer estadio larvario, las larvas fueron lavadas en PBS y transferidas a placas de 
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petri de 60 mm conteniendo 250 µl de este mismo buffer (condición de hambreado, 

STV) o mantenidas en comida estándar (condiciones control, WF). Las placas con 

larvas sometidas a condiciones de hambreado fueron selladas con parafilm e 

incubadas durante el tiempo indicado en cada experimento. En cuanto a los 

tratamientos de hambreado de moscas adultas, 10 individuos por replica de 5 a 7 días 

de edad fueron transferido desde tubos con comida estándar a tubos con agar al 2% 

por el periodo detallado en cada experimento. Luego de la incubación, los adultos o 

larvas (o sus cuerpos grasos obtenidos por disección inmediata) fueron utilizados para 

inmunoensayos, extracción de proteínas o ARN, o determinaciones de distintos 

metabolitos.  

Para los ensayos de supervivencia, adultos de 5 a 7 días luego de su eclosión 

fueron transferidos a tubos conteniendo agar al 2%. Se contaron los individuos 

muertos cada 6h, transfiriendo los sobrevivientes a tubos frescos cada 24h. Líneas de 

moscas control fueron analizadas en paralelo en cada experimento realizado. Las 

estadísticas se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 6.0, que utiliza el 

estimador Kaplan-Meier para calcular la supervivencia media y máxima, y las curvas 

fueron comparadas utilizando el test de Mantel-Cox. En cuanto a los tratamientos con 

cloroquina y rapamicina, individuos adultos fueron transferidos entre 18 y 24h previas 

a los tratamientos de hambreado a tubos con comida estándar suplementada ya sea 

con 2.5 mg/ml de hidroxicloroquina (Sigma) o 400 µM de rapamicina o un volumen 

equivalente de etanol como control. El número de individuos utilizados en cada 

experimento se encuentra detallado en el Anexo al final de esta tesis.  

4. Crecimiento en dietas ricas en nutrientes 

Para experimentos con dieta rica en azúcares (High-Sugar Diet, HSD) o dieta 

rica en grasas (High Fat Diet, HFD), se recolectaron huevos en intervalos de 4h e 

inmediatamente luego de su eclosión 50 larvas por tubo fueron transferidas a tubos 

con comida estándar (sacarosa al 4%, sin aceite de coco) o tubos con comida rica en 

sacarosa (sacarosa al 34%) o rica en grasas (aceite de coco al 20%). Las tasas de 

supervivencia fueron medidas como el porcentaje de individuos capaces de entrar en 

la etapa de pupariación y los datos obtenidos fueron normalizados con respecto al 

genotipo control. Se realizaron análisis de t de Student para analizar la significancia 

estadística de los resultados. 
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5. Inmunoensayos 

Larvas en la mitad de su tercer estadio y diseccionadas en buffer PBS a 4ºC 

fueron fijadas en 4% formaldehido en PBS por 30 minutos a temperatura ambiente 

(Room Temperature, RT). En el caso de los experimentos ex vivo, las larvas invertidas 

y los tejidos diseccionados fueron directamente fijados luego de la correspondiente 

incubación. Luego de la fijación, los tejidos se lavaron 3 veces en PBS y se 

permeabilizaron por 30 minutos en PBT (0.2% Tritón X-100  en PBS). Las muestras se 

bloquearon por una hora en BBT (.3% BSA, 250 mM NaCl en PBT) y fueron incubadas 

ON (overnight, 16 h) a 4ºC con anticuerpo primario diluido en BBT. Luego de tres 

lavados en BBT, se incubaron con el anticuerpo secundario por 90 minutos a RT. 

Luego de otros tres lavados en PBT, los tejidos fueron sumergidos en medio de 

montaje (80% glicerol/PBS). Todos los lavados fueron de 15 minutos y todos los pasos 

se realizaron en una plataforma de agitación. A continuación una tabla listando los 

anticuerpos utilizados y sus condiciones de uso (Tabla 1).  

Tabla 1. Lista de anticuerpos utilizados en experimentos de inmunotinciones.  

Anticuerpos Identificador y Fuente Dilución 

Anti-p53 de ratón 7A4, DSHB 1/20 

Anti-✂-Gal de conejo A11132, Invitrogen 1/100 

Anti-Dilp2 de rata (Géminard et al., 2009) 1/400 

Anti-GFP de ratón 12A6, DSHB 1/20 

Anti-IgG de ratón Alexa Flúor 594 Jackson ImmunoResearch 1/200 

Anti-IgG de ratón Alexa Flúor 488 Jackson ImmunoResearch 1/200 

Anti-IgG de conejo Alexa Flúor 594 Jackson ImmunoResearch 1/200 

Anti-IgG de conejo Alexa Flúor 488 Jackson ImmunoResearch 1/200 

Anti-IgG de rata Alexa Flúor 488 Jackson ImmunoResearch 1/200 

  

Para las tinciones con Lysotracker, 5 individuos en la mitad del tercer estadio 

larvario, tanto en condiciones control como en hambruna, fueron diseccionadas en 

PBS a 4ºC e incubadas con Lysotracker Green (ThermoFisher) a una concentración 

final de 0,5 µM en PBS. Los tejidos fueron sumergidos en medio de montaje y llevados 

al microscopio inmediatamente.  

Todas las imágenes fueron adquiridas utilizando un microscopio confocal  

invertido Leica SP8 y procesadas utilizando Fiji (Schindelin et al., 2012) y Adobe 
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Photoshop. La orientación de los tejidos y/o la posición de los mismos se ajustaron 

para la mejor presentación de las imágenes.    

6. Experimentos ex-vivo 

Se realizaron dos tipos de experimentos ex-vivo: utilizando larvas invertidas y 

tejidos diseccionados. Para los experimentos de larvas invertidas, 16 larvas L3 por 

cada condición fueron lavadas, diseccionadas e invertida su carcasa. Las larvas fueron 

transferidas posteriormente a tubos conteniendo 50 µl de medio Shields and Sang M3 

a RT por el lapso de 3h. Previamente ha sido mostrado que la incubación de larvas 

invertidas en medio M3 induce la reducción de la vía TOR e induce autofagia similar a 

aquella que se observa frente a periodos de hambreado (Jung Kim & Neufeld, 2015). 

Los individuos invertidos fueron luego fijados, permeabilizados y sometidos a 

inmunotinciones como descrito anteriormente utilizando anticuerpos anti-Dilp2. En el 

caso de los experimentos de incubación conjunta, 8 larvas de cada genotipo (cg>GFP 

and cg>p53H159.N) fueron incubadas juntas en medio M3 y todos los pasos 

siguientes fueron realizados en el mismo tubo para minimizar las fuentes de 

variabilidad. Se realizaron las cuantificaciones utilizando de 6 a 8 cerebros para cada 

genotipo y condición.  

En cuanto a los experimentos ex vivo de tejidos, se utilizaron cerebros 

diseccionados de 8 larvas control incubados con 8 cuerpos grasos de diferentes 

genotipos (cg>GFP and cg>p53H159.N) en 25 µl de medio M· a RT por 3h. Luego de 

las inmunotinciones con anticuerpos anti-Dilp2, 5 cerebros fueron analizados y 

cuantificada su fluorescencia.  

7. Cuantificación de fluorescencia 

Para la cuantificación de fluorescencia se obtuvieron series de imágenes en el 

eje Z utilizando el microscopio confocal Leica SP8 como descripto anteriormente. Las 

imágenes control fueron obtenidas utilizando configuraciones idénticas y se 

procesaron de la misma manera recibiendo el mismo tratamiento que las imágenes 

experimentales. La intensidad de florescencia total de las proyecciones máximas en Z 

fueron medidas utilizando Fiji y los datos fueron normalizados a las imágenes 

obtenidas de animales control. La significancia estadística se determinó mediante test t 

de Student. Para cuantificar los niveles de Dilp2 en cerebro, se obtuvieron secciones 

confocales cubriendo el total de las células productoras de insulina (IPCs) de al menos 

15 cerebros por genotipo y por condición. En cuanto a la cuantifi✍✝✍✁✝✂ ✆� �-gal 

(correspondiente al reportero unk-lacZ) en células del FB, secciones confocales 
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cubriendo el total de los núcleos fueron tomadas midiendo la fluorescencia total en los 

mismos. En el caso de la GFP de membrana (reportero tGPH), se midieron los niveles 

de intensidad de fluorescencia en secciones de 5 micrones de membrana plasmática 

de 10 FBs. Los niveles de intensidad de Lysotracker y de puntos mCherry-ATG8 

fueron medidos a partir de imágenes tomadas aleatoriamente procesadas 

automáticamente en Fiji. La intensidad total y el área de fluorescencia para las 

medidas de Lysotracker y mCherry-ATG8, respectivamente, fueron determinadas y 

normalizadas a aquellas obtenidas de animales control. Se realizaron al menos 2 a 3 

experimentos independientes de 10 imágenes de FBs  Se utilizó el test de Student 

para el análisis estadístico.  

8. Western blot  

Cuerpos grasos diseccionados de individuos en su tercer estado larvario fueron 

homogenizados y lisados en 25 µl de buffer de lisis (Cell lysis buffer, Cell Signaling) 

suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas (Halt Protease Inhibitor 

Cocktail, Thermo Fisher Scientific) e inhibidores de fosfatasas (Phos-STOP de Roche). 

La concentración de proteínas en los distintos extractos fue determinada mediante 

métodos basados en la técnica de Bradford (Bio-Rad Protein Assay). Se sembraron 25 

µg de extractos de proteína los cuales fueron separados mediante electroforesis en 

geles de poliacrilamida al 4-20% con SDS (Mini-✂�✆��✁✁✂ �✄✄☎ ✂✆�✍✝✠✌ ✂✆☛✌�✁✂

Gels). Los geles fueron luego transferidos a membranas de PVDF (Immobilion-P, 

Millipore) y estas últimas bloqueadas por 1 hora a RT con 5% BSA en TBS-T (TBS con 

0.1% Tween 20). Las membranas fueron incubadas a 4ºC ON con el anticuerpo 

primario de cobayo anti-S6K total o [18] el anticuerpo de conejo anti-fosfoS6K de 

Drosophila (#9209, Cell Signaling) en TBS-T. Las membranas fueron lavadas 

extensivamente e incubadas por 1 hora a RT con los anticuerpos secundarios anti-IgG 

de cobayo o anti-IgG de conejo conjugados a la enzima peroxidasa (Thermo Fisher). 

Luego de una serie de lavados, las membranas fueron reveladas utilizando el reactivo 

de detección ECL (Cell Signaling).        

9. Extracción de ARN y RT-PCR cuantitativa 

El ARN total de larvas completas o cuerpos grasos diseccionados de 10 

individuos por réplica se extrajo utilizando el reactivo TRIZOL RNA Isolation Reagent 

(Invitrogen). Para extracción de ARN total de moscas adultas, se utilizaron 5 machos 

de 5 a 7 días post-eclosión por réplica. Luego, se sintetizó una cadena de ADN copia 

(ADNc) utilizando un cebador oligo(dT)18 y la retrotranscriptasa RevertAid reverse 
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transcriptase (ThermoFisher) siguiendo el protocolo del proveedor. Se realizó PCR 

cuantitativa usando una alícuota del ADNc con los siguientes cebadores específicos: 

Tabla 2. Cebadores utilizados en determinaciones por RT-PCR cuantitativa.  

Gen Cebador Izquierdo Cebador Derecho 

actin CAAGTGCGAGTGGTGGAAGTT GCAGGTGGTTCCGCTCTTT 

unk GCCCATGTGGAACCTTGC GCGCCGAGGAACGTGTTA 

InR GCTGTCAAGCAAGCAGTGAA TCTTTTTACCCGTCGTCTCC 

4EBP AACCCTCTACTCCACCACTC CAATCTTCAGCGACTTGG 

dilp2 GTATGGTGTGCGAGGAGTAT TGAGTACACCCCCAAGATAG 

dilp5 AGTTCTCCTGTTCCTGATCC CAGTGAGTTCATGTGGTGAG 

Upd2 CGGAACATCACGATGAGCGAAT TCGGCAGGAACTTGTACTCG 

ccha2 AAACAGCAACAGCAGCAAAC AGGACCACGGTGCAGATAAC 

ccha1 AGTGCAGTTGGACTTTGGTAGTGT AGGGATGCTGTTTAGCATCTATGAC 

gbp1 ATCCTACCGCTGGTCTTCCTC CTCCAGCAATATTCGGTTGTC 

gbp2 CGCCTCCTTCGTATTATCCAG CCAGATGGTTGTGGTCTATTG 

GFP CCCGACAACCACTACCTGA CGGTCACGAACTCCAGCA 

Sesn TTCACCAGATACGGACACTGA TCCGCTGCCTAACGATTACAG 

TSC2 GAGCCGTTTATAGAAGCTCAAGG GCTGCACAACTTCAATCTGGA 

sun ATGACTGCCTGGAGAGCTG GTGAACTTCACATGGCTCGC 

 

Para las determinaciones se utilizó el equipo StepOnePlus Real-Time PCR 

System. Los valores de expresión fueron normalizados respecto a los niveles de 

transcripto de actina. En todos los casos, se colectaron tres muestras independientes 

para cada genotipo y condición.   

10. Niveles de dILP2 en hemolinfa 

Los niveles circulantes de dILP2 en la hemolinfa de larvas dILP2HF en 

condiciones WF o STV fueron cuantificadas por ELISA sándwich como descripto 

anteriormente (Park et al., 2014). Dos µl de hemolinfa fueron obtenidos cortando la 

carcasa de larvas previamente lavadas con PBS y mantenidas en hielo. La hemolinfa 

se recolecto en tubos con 55 µL de PBS frio. Para realizar el experimento de ELISA, 

se utilizaron los sobrenadantes de muestras centrifugadas a 1,000 g por 1 minuto. 

Placas recubiertas (Greiner 655061) fueron incubadas ON a 4°C con el anticuerpo 

monoclonal anti-FLAG (2.5 µg/ml, Sigma-Aldrich F1804) diluido en la solución buffer 

0.2M carbonato de sodio/bicarbonato, pH 9.4. Las placas fueron lavadas con PBTw 

(0,2% Tween-20 en PBS)  y bloqueadas con PBS con 2% BSA (Albúmina de suero 

bovino) ON a 4°C. Luego de una serie de lavados con PBTw, se adicionaron las 

hemolinfas diluidas. Las muestras fueron mezcladas con el anticuerpo anti-HA-

Peroxidasa (Roche #12013819001) a una dilución de 1:350 en PBS-Tween-20 2%. 
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Las mezclas de anticuerpo y hemolinfa fueron incubadas ON a 4°C. Luego de otra 

serie de lavados, las placas se incubaron con el sustrato 1-Step Ultra TMB-ELISA 

(ThermoFisher #34029) por 25 min a RT. La reacción se detuvo adicionando ácido 

sulfúrico 2M y se midió la absorbancia a 450 nm de forma inmediata. 

11. Determinaciones de metabolitos 

El contenido de triacilglicéridos (TAG), glucógeno y niveles de glucosa se 

determinaron como previamente descripto (Barrio et al., 2014). Larvas L3 (96h AEL) o 

adultos de 5 a 7 días pasada su eclosión fueron congelados en nitrógeno líquido y 

homogenizados en 200 µl de PBS. Las muestras se incubaron a 70°C por 10 minutos 

con el objetivo de inactivar enzimas endógenas que puedan degradar los distintos 

analitos. Para la cuantificación de glucosa en circulación, la hemolinfa de 15 larvas fue 

diluida 1:100 e incubada a 70°C por 5 minutos. Los niveles de TAG fueron 

determinados utilizando un kit de determinación de triacilglicéridos en suero (Sigma, 

TR0100), siguiendo el protocolo del fabricante. Para las determinaciones de 

glucógeno, 40 µl de los homogenatos fueron incubados en presencia y ausencia de 1 

unidad de Amiloglucosidasa (Sigma-Aldrich, A7420) por 2h a 55°C y ensayadas 

utilizando un kit para determinación de glucosa (Glucose (GO) Assay Kit, Sigma 

GAGO-20).  

La cantidad de glucógeno fue inferida de la diferencia del total de glucosa 

presente en muestras tratadas con amiloglucosidasa y en las muestras no tratadas. 

Los niveles de metabolitos fueron normalizados a la concentración de proteína 

(BioRad Protein Assay). Se realizaron 5 réplicas para cada genotipo y condición, y los 

resultados fueron representados como porcentaje de los niveles en la condición control 

de cada genotipo. En el caso de pretratamientos con cicloheximida (CXM), individuos 

adultos fueron transferidos entre 15h previas a los tratamientos de hambreado a tubos 

con papel de filtro empapado ya sea, con una solución al 5% de sacarosa para 

individuos control, o 5% de sacarosa y 35mM de CXM para individuos experimentales. 

Se realizaron análisis de t de Student para analizar la significancia estadística de los 

resultados.  

12. Tiempo de desarrollo y tamaño de pupa 

En cuanto al tiempo de desarrollo, se recolectaron huevos por el lapso de 4h y 

larvas L1 fueron transferidas a tubos nuevos conteniendo tanto comida estándar (4% 

sacarosa) o comida rica en sacarosa (34% sacarosa) a una densidad de 50 larvas por 

tubo. ✁✝✠ ✟✝✆☎✝✠ �✄�✆☛✂ ✍✆�✍✁✆✝✠ ✝ �✁✁✞ ✠ ✠� ✍☛✂✌✝✞✁✟✁✄☛ �✟ ✂�☎�✆☛ ✆� ✄✄✄✝✠ 
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desarrolladas a diferentes tiempos. Se realizaron 5 tubos replica para cada genotipo y 

condición y se analizaron los porcentajes de animales capaces de entrar en el estadío 

de pupariación.  

En cuanto a la medición de tamaño de pupa, una vez alcanzado ese estadío, al 

menos 30 individuos para cada genotipo y condición se transfirieron a placas de Petri 

con la ayuda de un pincel húmedo y obtuvieron imágenes utilizando el estereoscopio 

Leica MZ10F Stereoscope. Los diámetros de Feret de las pupas fueron obtenidos a 

partir del procesamiento de imágenes utilizando Fiji software, utilizando un macro 

desarrollado exclusivamente para tal fin (Figura  16).  

input = getDirectory("Input"); 

 

function processFolder(input); { 

 list = getFileList(input); 

 open(input+list[1]); 

 Dialog.create("Escala"); 

  Dialog.addNumber("1 cm =",0,0,0,"pixeles"); 

 Dialog.show(); 

  n = Dialog.getNumber(); 

 run("Set Scale...", "distance=&n known=1 unit=cm global"); 

 //setBatchMode(true);  

 run("ROI Manager..."); 

 t = roiManager("count"); 

 if (t>=0)  

  roiManager("Delete"); 

 for (i = 0; i < list.length; i++) 

     action(input, list[i]); 

 //setBatchMode(false); 

 run("Clear Results"); 

 selectWindow("ROI Manager"); 

 e = roiManager("count"); 

   for (i=0; i<e; i++) { 

     roiManager("select", i); 

     run("Convex Hull"); 

  roiManager("Update"); 

  roiManager("Measure"); 

   } 

} 

 

function action(input, filename) { 

 open(input+filename); 

 // Color Thresholder 2.0.0-rc-49/1.51f 

 // Autogenerated macro, single images only! 

 min=newArray(3); 

 max=newArray(3); 

 filter=newArray(3); 

 a=getTitle(); 

 run("HSB Stack"); 

 run("Convert Stack to Images"); 

 selectWindow("Hue"); 

 rename("0"); 

 selectWindow("Saturation"); 
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 rename("1"); 

 selectWindow("Brightness"); 

 rename("2"); 

 min[0]= XX; 

 max[0]= XX; 

 filter[0]="pass"; 

 min[1]= XX; 

 max[1]= XX; 

 filter[1]="pass"; 

 min[2]= XX; 

 max[2]= XX; 

 filter[2]="pass"; 

 for (i=0;i<3;i++){ 

   selectWindow(""+i); 

   setThreshold(min[i], max[i]); 

   run("Convert to Mask"); 

   if (filter[i]=="stop")  run("Invert"); 

 } 

 imageCalculator("AND create", "0","1"); 

 imageCalculator("AND create", "Result of 0","2"); 

 for (i=0;i<3;i++){ 

   selectWindow(""+i); 

   close(); 

 } 

 selectWindow("Result of 0"); 

 close(); 

 selectWindow("Result of Result of 0"); 

 rename(a); 

 // Colour Thresholding------------- 

 //setThreshold(255, 255); 

 setOption("BlackBackground", false); 

 run("Make Binary"); 

 run("Close-"); 

 run("Fill Holes"); 

 run("Analyze Particles...", "size=0.01-Infinity 

show=Outlines display exclude add"); 

} 

 

close(); 

 

Figura  16. Macro utilizado para la cuantificación de tamaño de pupa. Los campos 
marcados con �XX✁ deben ser reemplazados manualmente por aquellos valores obtenidos de la 
configuración del fondo en color (Color background).  

 

Este macro consiste en el procesamiento automático de todas las imagines 

dentro de una misma carpeta, y el resultado son una lista de selecciones, cada una 

correspondiendo a una pupa individual. Los diámetros de Feret máximos y mínimos 

obtenidos en la ventana de resultados de esas selecciones son luego utilizados en el 

cálculo de volumen de pupa según la fórmula ✠✂✝✄�✁✂�✟�✟✂�✟� �✁✝ ✟✝✆✄☛ ☛ ☞✂�✆�✌

Máximo✏� ✟✝ ✆✁✕☎�✌✆☛ ✝ ✟☛ ✝✂✍✂☛ ☛ ☞✂�✆�✌ ☎✡✂✁☎☛✏✟✁ ✁☛✠ ☎✝✟☛✆�✠ ✆� ✌✝☎✝✄☛✠ ✆� ✄✄✄✝ ✠�

muestran en relación a aquel de animales control.  
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13. Secuenciación masiva de ARN, agrupamientos y análisis de 

enriquecimiento de genes 

Se prepararon muestras independientes de FBs de 10 larvas L3 control (cg-

Gal4/+) y aquellas expresando una versión dominante negativa para P53 (cg-

Gal4/UAS-P53H159.N). Esto se realizó por duplicado para condiciones WF y por 

triplicado para condiciones STV. Las extracciones de ARN se llevaron a cabo 

utilizando el kit Direct-zol RNA Miniprep (ZYMO Research). La preparación de la 

biblioteca, amplificación y secuenciación fueron llevadas a cabo por las Instalaciones 

Biopolymers de la escuela de medicina de Harvard utilizando una plataforma NextSeq 

500.  

Las lecturas fueron recortadas utilizando Trimmomatic (versión 0.36, (Bolger 

et al., 2014)) y mapeadas contra el genoma de Drosophila melanogaster (dmel_r6.27) 

obtenido de la base de datos FlyBase (Thurmond et al., 2019), utilizando STAR 

(versión 2.5.2b,  (Dobin et al., 2013)) con la anotación correspondiente (dmel-all-r6.27) 

y una longitud máxima de intrones de 50000. Luego, los conteos en cada gen fueron 

calculados con featureCounts (versión 1.6.2, (Liao et al., 2014)) y utilizados para 

identificar genes expresados diferencialmente con DESeq2 (versión 1.20.0, (Love 

et al., 2014)) filtrando genes con un conteo menor a 10.  

En cuanto al agrupamiento de genes, aquellos diferencialmente expresados en 

cada genotipo y condición fueron comparados entre sí y cada set de genes 

intersección fue subdividido en grupos jerárquicos. La subdivisión en estos grupos se 

llevó a cabo inspeccionando el dendograma de agrupamiento y el heatmap de los 

distintos perfiles de expresión correspondiente a cada grupo. La jerarquización fue 

realizada basándose en el perfil de expresión en cuatro contrastes utilizando 1 

correlación como medida de distancia. 

El análisis de enriquecimiento por ontología de genes o Gene ontology (GO) de 

los transcriptos significativamente inducidos o reprimidos fue llevada a cabo  a través 

de topGO (Alexa et al., 2006) en R (R Development Core Team 3.0.1., 2013). La 

significancia fue determinada de manera clásica, utilizando test de Fisher, y un valor 

de p de corte de 0.01. FlyMine v49 (https://www.flymine.org) y DAVID v6.7 

(https://david.ncifcrf.gov/) fueron también utilizadas para el análisis GO y de 

enriquecimiento de vías (KEGG).  
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Los datos de la secuenciación de ARN fueron depositados en el Archivo 

Europeo de Nucleótidos (ENA; https://www.ebi.ac.uk/ena) bajo el número de acceso 

PRJEB37654.
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1. Relevancia de p53 para la adaptación a distintas condiciones 

nutricionales 

En pos de cumplir con el objetivo general y el primer objetivo particular de esta 

tesis, y antes de sumergirse en el proceso de autofagia per se, se propone 

inicialmente corroborar que el gen p53 es capaz de responder a las condiciones de 

hambreado a nivel molecular. Luego, se analizarán los efectos metabólicos generados 

por la depleción de este gen específicamente en el FB, entre ellos la inhibición del 

proceso de autofagia.  

1.1 Regulación transcripcional y de la actividad de p53 en el FB bajo 

condiciones de hambreado 

Como mencionado en la introducción de esta tesis, anteriormente se ha 

observado que p53 juega un papel importante en el metabolismo y en la respuesta a 

estrés nutricional. Dado estos antecedentes, se propuso evaluar en larvas y adultos de 

Drosophila sometidos a falta de nutrientes tanto la regulación a nivel transcripcional 

como los niveles de actividad transactivacional del factor de transcripción p53. Para 

evaluar la regulación transcripcional de este gen, se midieron los niveles de transcripto 

en animales w1118 en condiciones control y frente a la falta de nutrientes. Se observó 

un aumento claro de los niveles de transcripto de p53 en larvas luego de 4 h de 

hambreado y en adultos luego de 24 h de hambreado (Figura  18). La inducción de 

este gen en condiciones de hambreado sugiere que p53 forma parte de la respuesta 

transcripcional a la privación de nutrientes. 

 

Figura  17. Inducción en los niveles de transcripto y actividad de p53 frente a periodos 
de hambreado. En barras blancas, niveles de transcripto de p53 en cuerpos grasos de larvas y 
adultos completos sometidos a 4 y 24 horas de hambreado (4h STV y 24h STV, 
respectivamente). En barras grises, niveles de GFP en FBs de larvas pRE-GFP en condiciones 
control y a 4h STV. Las barras de error representan SEM. ** p<0.01 y * p<0.05. 
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Con el fin de corroborar que la inducción a nivel transcripcional de p53 en 

respuesta a periodos de hambreado es acompañada de un aumento en la actividad de 

este factor de transcripción, se utilizó la herramienta p53RE-GFP (Wylie et al., 2014). 

Esta herramienta contiene la secuencia de GFP precedida por un fragmento 

conteniendo un sitio de unión consenso para p53 (Figura  18). Animales portando esta 

construcción fueron sometidos a periodos de hambreado y los niveles de GFP fueron 

medidos mediante RT-qPCR. El aumento de transcriptos de GFP en condiciones de 

privación de nutrientes indica que un aumento en la actividad de p53 acompaña la 

inducción de este gen observada anteriormente. Asimismo, este aumento en los 

transcriptos de GFP es específico de p53 en el FB, dado que no se observa inducción 

del reportero luego de la expresión de una versión dominante negativa de p53 en ese 

órgano (Figura  19). 

 

Figura  18. Esquema de la construcción de ADN presente en el reportero p53RE-GFP; 
modificado de Wylie et al., 2014. Un fragmento de 150 bp, proveniente del locus del gen reaper 
y conteniendo un sitio de unión consenso de p53 (caja en color anaranjado), se ubicó corriente 
arriba de una secuencia de GFP con una señal de localización nuclear (nls). El estímulo o 
condiciones de estrés que activen el factor de transcripción p53 inducen la expresión de la 
proteína GFP (Wylie et al., 2014). 

 

Figura  19. Inducción del reportero p53RE-GFP en adultos en condiciones control y 
sometidos a 24 h de hambreado. La inducción observada del reportero se revierte al expresar 
en el FB una versión dominante negativa de p53 (p53H159.N) bajo el control de cg-GAL4. Las 
barras de error representan SEM. * p<0.05. 
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1.2 Implicancias metabólicas de la depleción de la actividad p53 en el 

FB 

A partir de la modulación observada a nivel molecular de p53 frente a 

condiciones nutricionales adversas, se analizaron las consecuencias metabólicas de 

restringir la actividad de este gen específicamente en el FB frente a diferentes 

condiciones nutricionales. Esto se realizó mediante la utilización de su versión 

dominante negativa p53H159.N, cuya mutación en el residuo número 159 interfiere con 

su estructura tridimensional y no permite su unión al ADN. 

1.2.1 Depleción de p53 en condiciones control 

En principio se analizó si la expresión del transgen p53H159.N genera 

alteraciones metabólicas en condiciones de alimentación óptima. Crecidas bajo una 

dieta normal, larvas cg>p53H159.N mostraron diferencias con respecto al tamaño de 

pupa y nivel de triacilglicéridos. Sin embargo, estos individuos no mostraron 

diferencias respecto del contenido de glucógeno y concentraciones de glucosa en 

circulación  (Figura  20, (Barrio et al., 2014)). Tampoco presentaron diferencias en el 

tiempo de desarrollo ni en el nivel de pupariación con respecto al genotipo control 

(Figura  21). Estos resultados sugieren que, principalmente en lo que respecta al 

metabolismo de azúcares, la falta de actividad p53 en el FB no afecta la homeostasis 

metabólica de forma significativa en condiciones óptimas de alimentación.  

 

Figura  20. Medidas metabólicas luego de la depleción de la actividad de p53 en el FB 
de individuos crecidos en condiciones control. Todos los valores fueron normalizados al 
genotipo control. Las barras de error representan SEM. *** p<0.001. 
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Figura  21. Tiempo de desarrollo hasta alcanzar el estadío de pupa y niveles de 
pupariación en individuos sin actividad de p53 en el FB. Las barras de error representan SEM. 

1.2.2 Depleción de P53 frente a condiciones de hambreado 

El análisis del rol de p53 frente a la falta de nutrientes se realizó utilizando 

moscas adultas carentes de actividad p53 en el FB ya sea por expresión de la versión 

P53H159.N o la expresión de un ARN de interferencia (p53i). En línea con reportes 

previos (Barrio et al., 2014), estos individuos exhibieron una clara reducción en la tasa 

de supervivencia, acompañada de un consumo acelerado de reservas de glucógeno 

(Figura  22). Asimismo, el mismo comportamiento se observó en larvas L3 sometidas a 

un tratamiento de hambreado de 4 horas, indicando que, tanto en estadios de larva 

como adulto, p53 juega un rol importante en el mantenimiento de la homeostasis 

metabólica frente a la falta de nutrientes.  

 

Figura  22. Curva de supervivencia y niveles de glucógeno en larvas y adultos cg>+ y 
cg>P53

H159.N. Las medidas de glucógeno se realizaron a las 24 y 4h en adultos y larvas, 
respectivamente. Las barras de error representan SEM. ** p<0.01 y * p<0.05. 

1.3 p53 en individuos crecidos bajo dieta rica en azúcares o HSD 

En pos de analizar un posible rol general de p53 en el mantenimiento de la 

homeostasis metabólica bajo distintos tipos de estrés nutricional, se analizó el 
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comportamiento de la actividad de este factor de transcripción en individuos crecidos 

en dietas ricas en sacarosa (High-Sugar Diet, HSD). El tratamiento con altas 

concentraciones de azúcar, de forma análoga a lo observado en condiciones de 

hambreado, derivó en una inducción del reportero p53RE-GFP que, a su vez, se ve 

revertida por la expresión de p53H159.N (Figura  23).  

                          

Figura  23. Actividad de p53 en individuos adultos crecidos en dietas ricas en 
sacarosa. Las barras de error representan SEM. * p<0.05. 

Dado que condiciones HSD inducen la actividad de p53, se analizaron posibles 

efectos en el tiempo de desarrollo para individuos crecidos en este tipo de dieta en 

relación a aquellos crecidos en condiciones control. Se observó que la falta de 

actividad p53 en el FB de individuos crecidos en HSD deriva en una menor viabilidad 

(medida como el número de individuos capaces de alcanzar el estadío de pupa o % de 

pupariación) y tiempos de desarrollo más largos (Figura  24). Estos resultados 

sugieren que p53 se encuentra involucrado en la respuesta no sólo al hambreado sino 

a otros tipos de estrés nutricional.  

 



RESULTADOS 

72 
 

Figura  24. Tiempos de desarrollo y niveles de pupariación en individuos sin actividad 
P53 en el FB crecidos en dieta control y rica en sacarosa (HSD). Las barras de error 
representan SEM. ** p<0.01. 

2. p53 y la inducción de autofagia frente a la falta de nutrientes 

La correcta inducción de autofagia es necesaria para la movilización de 

reservas y para la supervivencia frente a la falta de nutrientes. En ciertos contextos, 

p53 es capaz de regular este proceso metabólico (Levine & Abrams, 2008; Tasdemir 

et al., 2008) por lo que se propuso analizar el rol de esta proteína en la inducción de 

autofagia en respuesta al hambreado. 

Por un lado, se realizaron tinciones con Lysotracker, un marcador químico de 

vesículas ácidas. Se evaluó la intensidad de este marcador como medida de la 

inducción de autofagia en FBs de larvas hambreadas por un periodo de 4h (4h STV) 

de genotipos control y mutantes para p53 (p53ns, p535A14). Los niveles de intensidad de 

Lysotracker observados en larvas control fueron significativamente mayores a aquellos 

observados en líneas mutantes para p53 (Figura  25). Para analizar si este fenómeno 

era debido a la función de p53 específicamente a nivel del FB, se expresaron 

proteínas con actividad dominante negativa para este gen (p53H159.N, p53259H, p53R155H) 

dirigidas específicamente al FB al combinarlas con la línea cg-GAL4. Efectivamente, la 

intensidad presentada en los animales control fue significativamente mayor a la 

observada en individuos carentes de actividad p53, sugiriendo un rol para esta 

proteína específico a nivel de FB en la inducción de autofagia frente a la falta de 

nutrientes.  
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Figura  25. Inhibición de la inducción de autofagia frente a la falta de nutrientes en el 
FB de larvas por alelos de pérdida de función para P53. El seguimiento de la inducción de 
autofagia se observa mediante la intensidad del marcador Lysotracker. La inducción de 
autofagia observada a 4h STV en individuos control (w1118) no se observa en la presencia de 
alelos que afectan la función de P53 (alelos mutantes p53

ns
 y p53

5A14; y las versiones 
dominante-negativas p53259H y p53R155H). Se muestran las cuantificaciones de intensidad 
relativa al genotipo control para p53H159.N (ver Figura  27), p53259H y p53R155H. Las barras de 
error representan SEM. *** p<0.001. 

Dado que la tinción con Lysotracker alcanza a todo tipo de vesículas ácidas, se 

utilizó el marcador mCherryATG8, un marcador específico de vesículas autofágicas. 

ATG8 es una proteína ortóloga a LC3 en mamíferos y se encuentra involucrada en la 

formación de las membranas de los autofagosomas, constituyéndose así como 

marcador específico de autofagosomas y autofagolisosomas (Scott et al., 2004). De 

esta manera, esta proteína, en respuesta a estímulos que inducen el proceso de 

autofagia, es conjugada a las membranas de vesículas autofágicas. Líneas 

confeccionadas para la expresión especifica de este marcador en el FB 

(cg>mCherryATG8) resultaron en una marcación ubicua en condiciones control y en 

puntos distribuidos a lo largo del citoplasma de células del FB luego de 4h de 

hambreado (4h STV, Figura  26, ver paneles de línea control +) indicando la inducción 

de autofagia. Asimismo, larvas combinando esta línea con alelos p535A1 presentaron 

una clara inhibición de autofagia luego del tratamiento de hambreado al ser 

comparadas con individuos control (+). Animales expresando p53H159.N se comportaron 

de manera similar (Figura  26). A partir de estos resultados resulta evidente la 

existencia de un rol para p53 en la inducción de autofagia frente a la privación de 

nutrientes.  
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Figura  26. Inhibición de la inducción de autofagia frente a la falta de nutrientes en el 
FB de larvas por alelos de pérdida de función para p53. Inducción de autofagia mediante el 
seguimiento del marcador mCherryATG8. La inducción de autofagia observada a 4h STV en 
individuos control (+) no se observa en la presencia de alelos que afectan la función de P53 
(alelo mutante p53

5A14 y la versión dominante negativa p53H159.N). Las barras de error 
representan SEM. *** p<0.001. 

En esta serie de experimentos, la utilización de forma única de la línea cg-

GAL4 para dirigir la expresión de los distintos transgenes específicamente al FB da a 

lugar a que posibles artefactos asociados a esta línea deriven erróneamente en los 

resultados observados. En este sentido, uno de ellos podría ser la expresión no 

deseada en otros tejidos distintos al FB. Con el fin de descartar esta posibilidad se 

utilizaron líneas adicionales GAL4 que se expresan específicamente en este órgano 

(ppl-GAL4, lsp2-GAL4, R4-GAL4 y lpp-GAL4). En todos los casos se observó una 
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clara inhibición de autofagia, similar a lo obtenido con la línea GAL4 utilizada 

originalmente (Figura  27).  

 

 

Figura  27. Inhibición de autofagia mediante la expresión del transgen p53H159.N 
utilizando diferentes líneas GAL4. El seguimiento de la inducción de autofagia se observa 
mediante la intensidad del marcador Lysotracker. Las barras de error representan SEM. *** 
p<0.001 y ** p<0.01. 

En segundo lugar, podría existir una expresión no deseada o leakage 

proveniente, esta vez, de las líneas UAS utilizadas. Para descartar esta posibilidad se 

ensayaron larvas de la línea UAS-p53H159.N sin combinarlas con líneas GAL4. Esto se 

realizó con el fin de corroborar que el efecto observado en los experimentos anteriores 

proviene de la expresión en el FB, generada exclusivamente por su cruce con las 

líneas GAL4. Descartando esta posibilidad, la línea UAS-p53H159.N no presento ningún 
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fenotipo relacionado a autofagia, cuyos niveles en el FB fueron idénticos a los 

observados en larvas control (Figura  28).  

 

Figura  28. La actividad de p53 es necesaria específicamente en el FB para la 
inhibición de autofagia frente a la privación de nutrientes. (A) Los niveles de autofagia en la 
línea UAS-p53

H159.N son equivalentes al control, descartando que los resultados se deriven de 
artefactos en esta línea (B) La expresión de Gal80 en el cerebro no altera la inhibición de 
autofagia en larvas cg>p53

H159.N (C) La expresión de p53H159.N específicamente en las IPCs 
(dilp2>p53

H159.N)  o en el cerebro (elav>p53
H159.N) no altera los niveles de autofagia en el FB.  

Por otro lado, se ha reportado que p53 es capaz de regular la secreción desde 

las IPCs de péptidos dILPs, los cuales, a su vez, son capaces de regular el proceso de 

autofagia (Hasygar & Hietakangas, 2014). Para descartar un rol en nuestro contexto 

de este mecanismo ya descripto, se dirigió la expresión del transgen p53H159.N 

específicamente a las neuronas IPCs (dilp2-GAL4). En este caso tampoco se observó 

ningún efecto en la inducción de autofagia en el FB (Figura  28), eliminando la 

posibilidad de que la actividad de p53 en las IPCs sea relevante en este contexto. 

También se utilizaron otros GAL4 abarcando el cerebro completo (Elav-GAL4) y las 

glándulas salivales (SG-GAL4 y fhk-GAL4). La expresión de p53H159.N en cada uno de 

estos tejidos no afectó la intensidad de Lysotracker observada en el FB con respecto a 

individuos control (Figura  28). Finalmente se realizó un último experimento 

expresando p53H159.N en el FB y proteína GAL80 en el cerebro (elav-Gal80), de forma 

simultánea. La proteína GAL80 es capaz de unir la proteína GAL4 e inhibir su unión al 

sitio UAS, en este caso, impidiendo la expresión no intencionada de p53H159.N en el 

cerebro. Como resultado, se observó que larvas cg>p53H159.N no eran capaces de 

inducir autofagia incluso frente a la expresión simultánea de elav-Gal80 (Figura  
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29.Figura  29). Una vez más, los resultados indicaron que la actividad de p53 

específicamente en el FB es relevante para la inducción de autofagia en este órgano.  

Sabiendo que la actividad de p53 regula la inducción de autofagia en el FB, 

sería importante dilucidar si, de forma análoga, la actividad de p53 en otros órganos 

distintos del FB podría regular autofagia en esos mismos órganos. Para evaluar esta 

posibilidad se expresó p53H159.N en las glándulas salivales (fkh-GAL4 y SG-GAL4), y se 

ensayó la inducción de autofagia tanto en FB como en las mismas glándulas salivales. 

Los niveles de autofagia en las glándulas salivales de individuos fkh-p53H159.N fueron 

equiparables al control confirmando un rol de p53 que sólo se observa a nivel del FB 

(Figura  29). A su vez, la expresión de p53H159.N  dirigida por fkh-GAL4 y SG-GAL4 

tampoco afecto la inducción de autofagia en el FB (Figura  29) descartando a su vez 

un efecto sistémico proveniente de la perdida de actividad de p53 en las glándulas 

salivales.  

 

Figura  29. La expresión de p53H159.N en glándulas salivales no altera los niveles de 
autofagia en este órgano ni en el FB. Los niveles de autofagia se monitorearon mediante 
tinciones con Lysotracker. 

3. Rol de autofagia y p53 en la supervivencia a la falta de nutrientes 

Como mencionado anteriormente, tanto el proceso de autofagia como la 

proteína p53 son importantes para la supervivencia a periodos de hambreado. A su 

vez, gran parte de los resultados anteriores indican que, al menos en nuestro contexto, 

estos elementos se encuentran interrelacionados. La posibilidad de que las mayores 

tasas de supervivencia conferidas por p53 ocurran a través de su participación en el 

proceso de autofagia se exploró mediante la realización de varios experimentos. En 

primer instancia, se utilizó la droga hidroxicloroquina (CQ), la cual inhibe la fusión de 

autofagosomas con lisosomas impidiendo la correcta inducción de autofagia. Luego de 
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pretratamientos con esta droga, se sometieron individuos de distintos genotipos a la 

privación total de nutrientes y se evaluó su tasa de supervivencia. En el caso de que 

p53 actúe vía otros mecanismos distintos de autofagia para conferir resistencia al 

hambreado, se esperarían resultados aditivos entre la inhibición de autofagia y la 

disminución de la actividad de p53. Sin embargo, estos efectos aditivos no se 

observaron al ensayar individuos de dichas características (Figura  30). Asimismo, las 

curvas de supervivencia de individuos carentes de actividad de p53 en el FB fueron 

altamente similares a curvas de individuos tratados con CQ. Resultados semejantes 

fueron obtenidos mediante el uso de un ARN de interferencia expresado en el FB para 

el gen ATG1, un gen esencial para la inducción de autofagia (Figura  30, B). Todos 

estos datos sugieren que p53 y autofagia formarían parte de un mismo mecanismo de 

resistencia a la privación de nutrientes. 

A                                                                         B 

 

Figura  30. Supervivencia a la falta de nutrientes de individuos control y cg>p53H159.N  al 
inhibir la vía de la autofagia. Tanto el tratamiento con la droga inhibitoria de autofagia 
Hidroxicloroquina (CQ, (A)) como la expresión del ARN de interferencia contra el gen ATG1 
necesario para autofagia (B) generan sensibilidad al tratamiento de hambreado de forma 
similar a lo observado en animales cg>p53

H159.N y, además, no presentan efectos aditivos en 
cuanto a la supervivencia de estos animales.  

Estudios previos han demostrado que pretratamientos con rapamicina en 

Drosophila incrementan significativamente la tasa de supervivencia al hambreado 

(Bjedov et al., 2010). Estos datos, junto a los rescates de autofagia en larvas 

cg>p53H159.N, llevaron a proponer un posible rescate de la supervivencia al hambreado 

comprometida en estos mismos animales. El pretratamiento con rapamicina, a pesar 

de incrementar en gran medida la tasa de supervivencia al hambreado en individuos 

control, sólo generó un rescate parcial en el caso de individuos cg>p53H159.N (Figura  

31, B). Estos resultados, consistentes con los experimentos de autofagia, indican un 

rol parcial para la vía TOR en la inducción de autofagia mediada por p53.  
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Figura  31. Inducción de autofagia y cuantificación respectiva (A) y curva de 
supervivencia de adultos (B) frente a la privación de nutrientes de individuos control y carentes 
de actividad de p53 en el FB sin y con pretratamiento con Rapamicina. Las barras de error 
representan SEM. ** p<0.01 y *** p<0.001. 

Todos estos resultados evidencian un rol claro para p53 en la inducción de 

autofagia frente a la falta de nutrientes. Para corroborar hasta qué punto autofagia 

depende de p53, se realizaron determinaciones a distintos tiempos analizando la 

cinética del proceso. Teniendo en cuenta que el nivel de autofagia en el FB de larvas 

control alcanza un máximo luego de las 4h de hambreado (Scott et al., 2004), se 

observó un claro retraso de aproximadamente 4h en la inducción de este proceso en 

animales cg>p53H159.N (Figura  32). La capacidad de animales cg>p53H159.N de inducir 

autofagia, a pesar de ocurrir a destiempo, indica que p53 no forma parte de la 

maquinaria autofágica sino que sugiere un rol, más bien, en la regulación de este 

proceso. En este sentido, la actividad de p53 podría ser necesaria para mecanismos 

relacionados al sensado de nutrientes, los cuales actúan como desencadenantes de la 

respuesta autofágica.  
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Figura  32. (A) Inducción de autofagia monitoreada con el marcador mCHerryATG8 en 
FB de larvas sometidas a distintos tiempos de hambreado en FBs de larvas control (cg>w

1118) y  
expresando p53H159.N en el FB. (B) Cuantificación de autofagia medida por el área de los puntos 
de mCherryATG8 en un mismo campo observado a distintos tiempos de hambreado en FBs de 
larvas de los genotipos indicados. Las barras de error representan SEM. *** p<0.001. 

4. p53 y la regulación de la vía TOR por falta de nutrientes 

Al ser la vía TOR un regulador común del metabolismo energético y autofagia y 

una de las principales vías encargada del sensado de nutrientes, se prosiguió a 

ahondar en el efecto de la falta de actividad p53 sobre esta vía. En primer instancia, se 

utilizó un reportero transcripcional de unk, unk-lacZ. Este reportero posee una región 

enhancer dimerizada presente en el intrón 2 del gen unk, la cual es fuertemente 

inducida por inhibición de TORC1 (Tiebe et al., 2015). Como de esperar, luego del 

tratamiento de hambreado se observó una clara inducción de la expresión de unk-lacZ 
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en células del FB, la cual es drásticamente reducida al bloquear la actividad de p53 

(Figura  33, A). A su vez, se evaluaron por RT-qPCR los niveles endógenos del gen 

unk, cuya inducción responde a la inhibición de TORC1 por las condiciones de 

hambreado. La inducción de unk es significativamente menor en animales p53H159.N 

(Figura 16, B). Estos resultados demuestran la capacidad de p53 en respuesta al 

hambreado de modular la vía TOR en el FB.  

A                                                                                B 

 

Figura  33. Afectación de la actividad del gen unk por p53. (A) Inmunotinción en 
individuos portando el reportero unk-lacZ con y sin actividad de p53 en el FB (B) Inducción 
diferencial del gen endógeno unk en respuesta a la privación de nutrientes en larvas con y sin 
actividad de p53 en el FB. Las barras de error representan SEM. * p<0.05. 

Dado que las determinaciones basadas en el comportamiento del gen unk son 

medidas indirectas de la actividad de la vía TOR, se analizó una medida más directa 

como lo son los niveles de fosforilación de la quinasa S6 (S6K). S6K es sustrato 

directo de la quinasa TOR y los niveles de fosforilación de la misma pueden ser 

evaluados cuantitativamente mediante Western Blot. Los niveles de fosforilación de 

S6K en animales carentes en actividad de p53 en el FB fueron significativamente 

menores a aquellos correspondientes a individuos control, en ausencia de variaciones 

en los niveles totales de S6K. Estos resultados evidencian un claro rol de p53 en la 

inactivación de la vía TOR en respuesta al hambreado.  
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A                                                              B 

 

Figura  34. Niveles de fosforilación de S6K medido por Western Blot. (A) Niveles de 
fosforilación de S6K relativos a actina y su respectiva cuantificación (B) Niveles de fosforilación 
de S6K en relación a niveles de S6K total. Las barras de error representan SEM. ** p<0.01 y * 
p<0.05. 

5. Carácter sistémico del rol de p53 frente a condiciones de 

hambreado 

En estudios previos se ha reportado que p53 es capaz de regular la vía TOR y 

la inducción de autofagia mediante la modulación directa de genes ATG o de 

elementos corriente arriba de estas vías como TSC2 y Sesn. A pesar de esto, en el 

contexto de este trabajo, los niveles de expresión de estos genes no se encontraron 

afectados (Figura  35). Además, la expresión de un ARN de interferencia contra Sesn 

no afectó los niveles de autofagia frente a la privación de nutrientes (Figura  36). 

Todos estos resultados sugieren la presencia de un mecanismo adicional por el cual 

p53 es capaz de modular la vía de TOR y autofagia.  

Ante la ausencia en este contexto de una regulación directa de genes 

involucrados en las vías TOR y autofagia, se vio la necesidad de distinguir si la 

regulación de autofagia por parte de p53 ocurre mediante mecanismos autónomos 

celulares o mediante mecanismos no-autónomo celulares. 
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Figura  35. Niveles de transcripto de genes ATG (A) y genes objetivo (B) de p53 
relacionados a la regulación de autofagia tanto en larvas control como larvas carentes de 
actividad p53 en el FB. Las barras de error representan SEM. * p<0.05. 

 

Figura  36. Autofagia en larvas control y luego de la expresión de un ARN de 
interferencia para el gen Sesn (Sesni) en el FB luego de 4h de periodo de hambreado.  
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Para responder este interrogante se llevaron a cabo experimentos de mosaicos 

genéticos utilizando el marcador mCherryATG8 bajo el control del promotor R4. 

Sorprendentemente, la expresión de la proteína p53H159.N en células individuales del 

FB de larvas sometidas a 4 horas de hambreado no alteró la distribución de 

mCherryATG8 en estas células con respecto a células vecinas (Figura  37, A). De la 

misma manera, la inducción de unk-lacZ por privación de nutrientes tampoco se vio 

afectada al bloquear la actividad de p53 en células individuales del FB (Figura  37, B), 

sugiriendo que la modulación de TOR y autofagia por parte de p53 ocurre mediante 

mecanismos no-autónomos celulares. 

A 

 

B 

 

Figura  37. FB de larvas sometidas a la falta de nutrientes. (A) Células expresando 
GFP y p53H159.N (en verde) presentan niveles de autofagia equivalentes a células control 
vecinas. Los niveles de autofagia se cuantificaron midiendo el área de puntos mCherryATG8 
positivos (Rojo/Blanco). (B) Inminotinciones mostrando la expresión de unk-LacZ (en 
Verde/Blanco) en FBs conteniendo células expresando RFP y p53H159.N (en rojo) donde los 
niveles relativos de unk-LacZ equivalentes a células vecinas control. Las barras de error 
representan SEM.  

A partir de los resultados anteriores, se evaluó la posibilidad de que la actividad 

de p53 en el FB afecte la inducción de autofagia a nivel sistémico. Para analizar esta 

posibilidad, se evaluaron los niveles de autofagia en varios órganos de animales 

cg>p53H159.N sometidos a la falta de nutrientes mediante el uso de Lysotracker. Bajo 

estas condiciones de hambreado, tanto el cerebro, las glándulas salivales y el intestino 

mostraron bajos niveles de autofagia al inhibir la actividad de p53 en el FB (Figura  
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38). Estos resultados sugieren un nuevo rol de p53 tejido-específico y a nivel sistémico 

en la regulación de autofagia y la vía TOR frente a la falta de nutrientes.  

 

Figura  38. Inducción de autofagia monitoreada por tinción con Lysotracker en 
glándulas salivales, intestino y cerebro de larvas control y expresando p53H159.N luego de un 
tratamiento de 4h de hambreado.  

6. Rol de p53 en la modulación de la vía de la insulina (IIS) frente a 

estrés nutricional 

6.1 Regulación de dILP2 por p53 frente a la falta de nutrientes 

Como mencionado anteriormente, los péptidos dILPs son capaces de regular el 

proceso de autofagia a nivel sistémico. Por otro lado, el FB regula la homeostasis 

metabólica mediante la integración del sensado de nutrientes con la secreción de 

péptidos dILPs desde las IPCs en el cerebro (Géminard et al., 2009). Para estudiar 

una posible función de p53 controlando desde el FB de forma remota la secreción de 

insulina en las IPCs y autofagia, analizamos la transcripción y secreción de dILPs 

luego de tratamientos de hambreado. A nivel transcripcional y en las condiciones 

analizadas, no se encontraron diferencias en la expresión de dILP2 ni dILP5 entre 

larvas cg>p53H159.N y animales control (Figura  39). Sin embargo, estudios previos han 

demostrado que la regulación de los péptidos dILPs se da principalmente a nivel de su 

secreción desde las IPCs (Nässel et al., 2013). Para evaluar la existencia de 

variaciones a este nivel de regulación, se realizaron inmunotinciones en estas 

neuronas utilizando anticuerpos anti-dILP2, tanto en larvas bien alimentadas como en 
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individuos sometidos a tratamientos de hambreado. Como descripto anteriormente, 

este tratamiento indujo una rápida acumulación de dILP2 en las células IPCs de 

animales control. Sin embargo, larvas expresando p53H159.N en el FB mostraron una 

menor acumulación de dILP2 en estas células (Figura  40). Estos resultados sugieren 

que la actividad de p53 en el FB es importante para la correcta regulación de la 

secreción de dILP2 desde las IPCs frente a la falta de nutrientes.  

 A                                                           B 

               

Figura  39. Niveles de transcriptos de dilp2 y dilp5 medidos por RT-qPCR obtenidos de 
larvas control (cg>+) y larvas cg>p53

H159.N en condiciones WF y STV. No se observaron 
diferencias entre los genotipos analizados en ninguna de las dos condiciones. Los resultados 
están normalizados a la condición (WF, A) o al genotipo control (cg>+, B). Las barras de error 
representan SEM.  

 

Figura  40. Inmunotinción anti-dILP2 de las IPCs en el cerebro de larvas control o 
expresando p53H159.N en el FB (cg>p53

H159.N) luego de 4h de hambreado junto a la 
correspondiente cuantificacion de la intensidad de fluoresencia observada. Las barras de error 
representan SEM. * p<0.05. 
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Cabe destacar que, de forma similar a lo observado en relación a la inducción 

de autofagia, la diferencia observada entre genotipos de acumulación de dILP2 

disminuye luego de tratamientos de hambreado de mayor duración (Figura  41).  

        

Figura  41. Inmunotinción anti-dILP2 de las IPCs en el cerebro de larvas control o 
expresando p53H159.N en el FB (cg>p53

H159.N) luego de 24h de hambreado junto a la 
correspondiente cuantificacion de la intensidad de fluoresencia observada. Las barras de error 
representan SEM.  

La presencia de variaciones en la acumulación de dILP2 dentro de las IPCs 

entre los distintos genotipos analizados no implica necesariamente que las 

concentraciones de este péptido en hemolinfa se vean afectadas. Para distinguir 

diferencias en los niveles de dILP2 en circulación se empleó un alelo de este gen 

fusionado a las proteínas FLAG y HA, denominado dILP2HF (Park et al., 2014). 

Mediante ensayos de ELISA sándwich, las determinaciones de dILP2HF en hemolinfa 

de larvas cg>p53H159.N sometidas a periodos de hambreado mostraron diferencias 

significativas con respecto a larvas control (Figura  42). Asimismo, y de forma 

consistente con lo observado respecto a autofagia y la acumulación de dILP2 en las 

IPCs, las diferencias entre los distintos genotipos ensayados se ve disminuida 

conforme aumenta la duración de los tratamientos de hambreado (4 horas, Figura  43). 

En condiciones control, larvas bien alimentadas no mostraron diferencias en las 

concentraciones de dILP2HF en circulación. Estos resultados implican que p53 en el 

FB regula de forma remota la secreción del péptido dILP2 en las IPCs en respuesta a 

periodos de hambreado.   

Para corroborar que los altos niveles de dILP2 en hemolinfa de animales 

cg>p53H159.N efectivamente se traducen en una mayor señalización de insulina, se 

midió la actividad del factor de transcripción FOXO, el cual se activa en respuesta a la 

disminución de dILP2 en circulación. (Puig et al., 2003; Teleman et al., 2005). La 

actividad de FOXO se determinó de forma indirecta midiendo la inducción 
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transcripcional de sus genes blanco InR y 4EBP por RT-qPCR. De forma consistente 

con la rápida disminución en los niveles circulantes de dILP2, los niveles de InR y 

4EBP se vieron fuertemente inducidos en FBs de larvas control luego del tratamiento 

de hambreado (Figura  44). A su vez, la inducción de ambos genes fue 

significativamente menor en larvas cg>p53H159.N en comparación a las larvas control 

(Figura  44). Estos resultados indican que, frente a la falta de nutrientes, la regulación 

de la secreción de dILP2 por parte de p53 se traduce en una regulación de la 

señalización de insulina.  

 

Figura  42. Inmunoensayos por ELISA mostrando los niveles circulantes de Dilp2HF en 
la hemolinfa de larvas de los genotipos indicados en condiciones control y sometidas a 2h de 
hambreado. Las barras de error representan SEM. ** p<0.01. 

 

Figura  43. Inmunoensayos por ELISA mostrando los niveles circulantes de Dilp2HF en 
la hemolinfa de larvas de los genotipos indicados sometidas a 4h de hambreado. Las barras de 
error representan SEM. ** p<0.01. 
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Figura  44. Niveles de transcriptos medidos por RT-qPCR de genes de respuesta a 
insulina 4EBP e InR en FB de larvas control y expresando p53H159.N en el mismo órgano. Los 
resultados se encuentran normalizados a la condición control correspondiente a cada genotipo. 
Las barras de error representan SEM. * p<0.05 y ** p<0.01. 

Como enfoque alternativo a determinaciones basadas en la actividad de FOXO, 

se empleó el reportero tGPH (tubulin GFP-Pleckstrin Homology domain) para medir la 

señalización de insulina. Esta cascada de señalización involucra la actividad de la 

quinasa PI3K, la cual puede monitorearse a partir de la localización subcelular de este 

reportero. A nivel molecular, el reportero tGPH se basa en la expresión ubicua de la 

proteína GFP fusionada a un dominio homólogo a la plekstrina (PH), dominio que une 

fosfoinositoles con gran afinidad. Tanto en el FB como en otros tejidos, la unión de 

dILP2 al receptor de insulina deriva en actividad de la quinasa PI3K y en la 

consecuente producción de fosfoinositoles. Éstos últimos reclutan el reportero con 

dominio PH a la membrana plasmática (Britton et al., 2002), un fenómeno observable 

de forma clara en tejidos de larvas en condiciones control (WF) (Figura  45). De forma 

contraria, en condiciones de privación de nutrientes, la actividad PI3K disminuye 

interrumpiendo la producción de fosfoinositoles y disminuyendo el reclutamiento a 

membrana de proteínas con dominio PH. De esta forma, en animales portando el 

reportero tGPH sometidos a periodos de hambreado la señal GFP previamente 

observada en membrana en condiciones óptimas de alimentación se distribuye de 

forma uniforme a lo largo de la célula (Britton et al., 2002) (Figura  45). El análisis de la 

ubicación subcelular de este reportero en larvas control y sin actividad para p53 en el 

FB, mostraron mayores niveles de reportero asociado a membrana que los 

observados en larvas control, tanto en células del FB como en glándulas salivales 

(Figura 46). Estos resultados sugieren que las concentraciones elevadas de dILP2 

generadas por pérdida de la actividad de p53 en el FB efectivamente se traducen en 

un mayor nivel de señalización de insulina a nivel sistémico. En este sentido, 
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experimentos realizados a partir de la generación de mosaicos genéticos y la 

utilización de este reportero acentuaron el rol sistémico de p53 al no observarse 

diferencias entre células expresando p53H159.N y células control (Figura  47).  

 

Figura  45. Niveles del marcador tGPH (GFP de expresión ubicua fusionada a dominio 
PH) en membranas de FB y glándulas salivales de larvas bien alimentadas control y 
expresando p53H159.N en el FB. Las barras de error representan SEM.  

 

Figura 46. Niveles del marcador tGPH (GFP de expresión ubicua fusionada a dominio 
PH) en membranas de FB y glándulas salivales de larvas control y expresando p53H159.N en el 
FB luego de 4h de hambreado. Las barras de error representan SEM. *** p<0.001. 
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Figura  47. Niveles del marcador tGPH (GFP de expresión ubicua fusionada a dominio 
PH) en membranas de FB y glándulas salivales de larvas control y expresando p53H159.N en 
células individuales del FB luego de 4h de hambreado. Las barras de error representan SEM. 

Frente a la falta de nutrientes, la actividad de p53 en el FB es importante para 

la correcta regulación de la secreción de insulina. Previamente se ha reportado que 

afectaciones en la secreción de dILP2 como en la señalización de insulina derivan en 

distintas tasas de supervivencia a periodos de hambreado. A partir de esta información 

se esgrime la posibilidad de que p53 desde el FB confiera resistencia al hambreado 

mediante la rápida inhibición de la secreción de dILP2. Previo a la evaluación de esta 

hipótesis, y dado que la actividad de p53 en las IPCs puede regular la secreción de 

dILP2 (Hasygar & Hietakangas, 2014), se descartó de forma previa la posibilidad de 

que sea la actividad de p53 en estas células la responsable de la menor tasa de 

supervivencia característica de animales cg>p53H159.N (Figura  48).  

 

Figura  48. Curva de supervivencia a periodos de hambreado de adultos control y 
expresando p53H159.N en las IPCs bajo el control de dilp2-GAL4. Las barras de error 
representan SEM.  

Para evaluar la posibilidad de que p53 confiera resistencia al hambreado 

mediante la regulación de dILP2, se realizaron experimentos de supervivencia sobre-
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expresando ImpL2, una proteína secretable capaz de unir e inhibir la actividad de 

dILP2 de forma no autónoma celular (Okamoto et al., 2013). Sorprendentemente, la 

sobreexpresión de Impl2 revirtió de forma total la sensibilidad causada por falta de 

actividad p53 en el FB (Figura  49). Adicionalmente, la sobreexpresión de Impl2 

restauró por completo la cinética de la inducción de autofagia en larvas cg>p53H159.N 

sometidas a tratamientos de hambreado (Figura  50). En conjunto, estos resultados 

indican que, en Drosophila, la rápida inhibición de la secreción de dILP2 por p53 en el 

FB es necesaria para la correcta inducción de autofagia y para la supervivencia a 

periodos de hambreado.  

 

Figura  49. Curva de supervivencia a periodos de hambreado de adultos control y 
expresando p53H159.N y/o Impl2 en el FB. Las barras de error representan SEM.  

 

Figura  50. Niveles de autofagia en FBs de larvas sometidas a periodos de hambreado 
monitoreada por tinción con lisotracker y la respectiva cuantificación de la intensidad de 
fluoresencia observada en los distintos genotipos. Las barras de error representan SEM. * 
p<0.05 y *** p<0.001. 
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6.2 Rol de p53  en la comunicación inter-órgano entre el FB y las IPCs 

frente a la falta de nutrientes 

De acuerdo a las condiciones nutricionales, las células del FB secretan señales 

humorales que son detectadas en el cerebro (Britton & Edgar, 1998; Géminard et al., 

2009). Para entender el rol de p53 en la comunicación FB-cerebro y la naturaleza de 

las señales involucradas en ella, se realizaron experimentos ex vivo incubando 

distintos tejidos en medio M3 de insectos, el cual carece de trehalosa y simula 

condiciones de hambreado. Inicialmente, se realizó una incubación conjunta de larvas 

cuyos órganos internos fueron expuestos hacia el medio exterior (larvas invertidas) de 

manera de que cualquier cambio o señal secretada a la hemolinfa afecte a todos los 

individuos incubados por igual. La recapitulación en estos experimentos de los 

resultados obtenidos in vivo fue evidenciada por un rápido incremento de los niveles 

de dILP2 en las IPCs luego de la incubación de larvas invertidas de genotipo control. 

Asimismo, se reprodujeron los resultados obtenidos en animales expresando p53H159.N 

en el FB, cuyos cerebros mostraron niveles significativamente menores de 

acumulación de dILP2 (Figura  51). Estos resultados confirman la regulación sistémica 

de la actividad de p53 en el FB sobre los niveles de dILP2 en las IPCs.  

Existen muchas moléculas secretadas desde el FB que se han descripto 

capaces de modular la secreción de dILP2 en las IPCs. Estas moléculas se dividen en 

dos grandes grupos, aquellas insulinotrópicas, es decir, que estimulan la producción 

y/o actividad de la insulina, y aquellas que la inhiben. Para distinguir el grupo de 

moléculas asociadas a la actividad de p53 en el FB de animales hambreados, se 

realizó una incubación conjunta de larvas control con aquellas expresando p53H159.N en 

este órgano. Interesantemente, los cerebros de larvas control incubadas 

conjuntamente con larvas cg>p53H159.N mostraron bajos niveles de acumulación de 

dILP2, similares a los observados en larvas cg>p53H159.N incubadas por si solas (Figura  

51). Estos resultados sugieren que, frente a la falta de nutrientes, la actividad p53 en el 

FB actuaría inhibiendo una señal insulinotrópica.  

Para corroborar que la modulación de dILP2 en el cerebro por la actividad de 

p53 en el FB ocurre a partir de la comunicación directa entre estos dos tejidos, se 

incubaron cerebros de larvas L3 control en la presencia de FBs proveniente de larvas 

de distintos genotipos, siguiendo una lógica similar al experimento realizado con larvas 

invertidas. Resultados similares a los anteriormente obtenidos confirmaron que la falta 

de actividad de p53 en el FB resultaría en mayores niveles de una señal 
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insulinotrópica producida en este mismo órgano que retrasaría la acumulación de 

dILP2 en el cerebro (Figura  52).  

 

Figura  51. Tinción anti-dilp2, y su respectiva cuantificación, en IPCs en cerebros de 
larvas control (cg>GFP) y/o expresando p53H159.N en el FB y diseccionadas e incubadas en 
medio M3 (ex vivo). Las barras de error representan SEM. * p<0.05. 

En pos de corroborar que los resultados de los experimentos ex vivo sobre la 

acumulación diferencial de dILP2 en las IPCs se corresponde con una inducción 

diferencial de la vía de la autofagia, se realizaron experimentos ex vivo de larvas 

invertidas cg>p53H159.N y larvas control portando el reportero mCherryATG8 (cg>GFP, 

mCherryATG8). La inhibición de autofagia en el FB por incubación conjunta de larvas 

control con larvas cg>p53H159.N evidencia que la regulación remota de los niveles de 

dILP2 por actividad p53 en este órgano es responsable de las alteraciones observadas 

en la vía de autofagia (Figura  53).  
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Figura  52. Tinción anti-dilp2, y su respectiva cuantificación, en IPCs en cerebros de 
larvas control (cg>GFP) incubados en medio M3 (ex vivo) con FBs de larvas control y/o 
expresando p53H159.N. Las barras de error representan SEM. * p<0.05. 

 

Figura  53. Monitoreo de Autofagia mediante la expresión y visualización de 
mCherryATG8 en FBs de larvas control diseccionadas e incubadas o no con larvas 
cg>p53

H159.N (cg>Dmp53DN). Las barras de error representan SEM. * p<0.05. 

Experimentos ex vivo mostraron que p53 actúa en el FB regulando una señal 

de naturaleza insulinotrópica. Para descubrir la identidad de esta señal, se midieron 

por RT-qPCR los niveles de transcripto en respuesta al hambreado de péptidos 

insulinotrópicos reportados en la bibliografía en larvas control y larvas cg>p53H159.N. 
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Los niveles de transcripto de dos de los péptidos incluidos en el análisis mostraron 

diferencias significativas; aquellos correspondientes a los genes Sun (Stunted) y al gen 

Upd2 (Unpaired-2) (Figura  54). Asimismo, luego de periodos de hambreado, larvas 

mutantes para p53 también presentaron niveles de transcripto elevados de Upd2 

(Figura  54). 

 

Figura  54. Niveles de transcripto de péptidos insulinotrópicos reportados en la 
bibliografía medidos por RT-qPCR  en FB de  (A) larvas control y expresando p53H159.N y (B) 
larvas mutantes para p53 (p53

ns). Los resultados se encuentran normalizados a la condición 
control correspondiente a cada genotipo. Las barras de error representan SEM.  * p<0.05 y *** 
p<0.001. 

Alternativamente, para definir cuál de estas moléculas de señalización es 

responsable de los fenotipos asociados a p53, se expresaron ARNs de interferencia 

(ARNi) para cada una de estas y se analizó su capacidad para revertir los niveles de 

autofagia de larvas cg<p53H159.N. Como se puede apreciar en los resultados, frente a la 

privación de nutrientes, la disminución en la expresión de Upd2 en larvas cg>p53H159.N 

deriva en niveles de autofagia equiparables a aquellos observados en larvas control 

(Figura  55). Como dato adicional, el silenciamiento de ninguno de estos péptidos 

alteró los niveles de autofagia en el FB de larvas en condiciones óptimas de 

alimentación, con excepción de Upd2 el cual mostró apenas algunos puntos 

Lysotracker-positivos (Figura  56). En conjunto, estos resultados sugieren que 

alteraciones en la expresión del gen Upd2 en el FB podrían mediar la modulación de 

autofagia por parte de p53 en respuesta a periodos de hambreado. 
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Figura  55. Niveles de autofagia monitoreados por tinción con Lysotracker de larvas 
sometidas a tratamientos de hambreado expresando en el FB de forma conjunta p53H159.N y 
ARN de interferencia para distintos péptidos insulinotrópicos reportados en la bibliografía. Se 
muestra la cuantificación de la intensidad de Lysotracker para el caso particular de Upd2. Las 
barras de error representan SEM. *** p<0.001. 

 

Figura  56. Niveles de autofagia monitoreados por tinción con Lysotracker de larvas en 
condiciones control y después de tratamientos de hambreado expresando ARN de interferencia 
específicamente en el FB contra distintos péptidos insulinotrópicos reportados en la bibliografía.  

6.3 Regulación de Upd2 por p53 en la respuesta a la privación de 

nutrientes 

La citoquina Upd2 ha sido descripta como un factor de secreción producido por 

las células del FB en animales bajo condiciones óptimas de alimentación, 

principalmente respondiendo a grasas y azúcares presentes en la dieta (Rajan & 

Perrimon, 2012). Según la bibliografía, la expresión de Upd2 en el FB promueve la 

secreción de dILP2 y el crecimiento sistémico mediante la activación de la quinasa 

Janus (JAK) y la vía de señalización mediada por STAT (Signal Transducer and 

Activator of Transcription) en un circuito de neuronas GABAérgicas que se proyectan 

sobre las IPCs (Rajan & Perrimon, 2012). Con el fin de establecer si es Upd2 a través 

de la vía JAK-STAT en células GABAérgicas el mecanismo a partir del cual p53 en el 
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FB regula autofagia, se realizaron determinaciones con Lysotracker luego de la 

depleción del receptor y activador de esta vía en Drosophila denominado Domeless 

(Dome). El silenciamiento de Dome en neuronas GABAérgicas se logró utilizando la 

línea vgat-GAL4, la cual dirige la expresión de la proteína GAL4 específicamente a 

estas neuronas (Rajan & Perrimon, 2012). En este experimento se utilizaron larvas 

mutantes para p53 (p535A14), las cuales, de manera similar a larvas que expresan 

p53H159.N en el FB (Figura  25), presentan pocos o nulos puntos positivos para 

Lysotracker en respuesta a 4 horas de hambreado (Figura  57). Por su parte, la simple 

expresión de Domei no alteró los niveles de autofagia inducidos por falta de nutrientes 

en larvas control. Sin embargo, esto sí genero un aumento en la autofagia de larvas 

mutantes para p53 (Figura  57). El aumento en la intensidad de Lysotracker en larvas 

vgat>domei, p535A14 con respecto a larvas p535A14 indica que la regulación de autofagia 

por p53 involucra Upd2 y su señalización en el cerebro vía el receptor Domeless.  

 

Figura  57. Niveles de autofagia monitoreados por tinción con Lysotracker de larvas 
control y mutantes para p53 (p535A14) sometidas a tratamientos de hambreado y expresando en 
neuronas GABAérgicas un ARN de interferencia contra el receptor de Upd2 en estas células 
denominado dome. Se muestra la cuantificación correspondiente de la intensidad de 
Lysotracker observado en estos tejidos. Las barras de error representan SEM. ** p<0.01 y *** 
p<0.001. 

Para corroborar que los mayores niveles de Upd2 en larvas carentes de 

actividad p53 son los responsables tanto de las bajas tasas de supervivencia al 

hambreado e inhibición de autofagia como de los defectos en la acumulación de 

dILP2, se realizaron inmunotinciones anti-dILP2 en las IPCs de larvas control y 

cg>p53H159.N expresando o no Upd2i en el FB. Interesantemente, la diferencia en la 

acumulación de dILP2 observada entre larvas control y cg>p53H159.N no se observó al 

silenciar Upd2 en el FB (Figura  58), sugiriendo que p53 actúa reprimiendo esta 

adipoquina para regular la secreción de insulina en respuesta al hambreado.  
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Figura  58. Cuantificación de inmunotinciones anti-Dilp2 en las IPCs de larvas control y 
expresando p53H159.N en el FB junto a la expresión de un ARN de interferencia contra Upd2. Las 
barras de error representan SEM. ** p<0.01. 

A                                                                       B 

 

 Figura  59. Curvas de supervivencia a periodos de hambreado de (A) adultos control y 
expresando p53H159.N y/o un ARN de interferencia para Upd2 en el FB. (B) adultos mutantes 
para p53 y/o expresando o no un ARN de interferencia para Dome en neuronas GABAérgicas.  
Las barras de error representan SEM.  

Notablemente, el silenciamiento de Upd2 en el FB logró restituir la resistencia 

al hambreado de larvas expresando p53H159.N (Figura  59). De manera similar, se 

restituyeron las tasas de supervivencia de individuos mutantes para p53 al silenciar 

Dome en neuronas GABAérgicas (Figura  59). En su conjunto, estos resultados 

indican que p53 actúa reprimiendo la expresión de Upd2 en el FB y su actividad vía el 

receptor Dome en el cerebro para disminuir los niveles sistémicos de dILP2, inducir 

autofagia y conferir resistencia frente a periodos de hambreado.  

Como punto adicional, cabe destacar que la unión de p53 al locus de Upd2 ha 

sido recientemente evidenciada en dos análisis independientes de ChIP-Seq 

(Inmunoprecipitación de Cromatina seguido de Secuenciación masiva de ADN) 

desarrollados en embriones y cabezas de adultos de Drosophila (Figura  60) (Kudron 

et al., 2018; Kurtz et al., 2019). A su vez, al analizar la secuencia de la zona de unión 

de p53 propuesta por los estudios de ChIP-Seq se identificó un sitio de unión 
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consenso y conservado de p53 (Figura  60). El hecho de que la unión de p53 en esta 

zona haya sido demostrada experimentalmente en tejidos de Drosophila y que exista 

un sitio consenso en la misma localización indica que p53 podría estar regulando la 

expresión de Upd2 en el FB de animales hambreados de forma directa. 

A                                                                       B 

 

Figura  60. (A) Histograma mostrando la unión de p53 a la región genómica de Upd2 
en un estudio público de ChIP-Seq denominado ModERN (Kudron et al., 2018) utilizando el 
visualizador IGB (Freese et al., 2016). (B) Sitio consenso para p53 (arriba) y putativo presente 
en la región genómica de Upd2 (abajo).  

7. Regulación de p53 por AMPK en respuesta al estrés nutricional 

Las quinasas TOR y AMPK tienen roles esenciales en el sensado de nutrientes 

y son reguladores importantes del crecimiento y metabolismo celular (Grewal, 2009; 

Hietakangas & Cohen, 2009). Mientras TOR es regulado en respuesta a la 

disponibilidad de aminoácidos, AMPK se modula por cambios en la relación ATP:AMP 

presente en la célula. En respuesta al hambreado, AMPK se activa y contribuye a la 

inactivación de la quinasa TOR. Dado el rol de estas vías en el sensado de nutrientes, 

resulta interesante investigar su relación con la activación de p53 en el FB observada 

en respuesta al hambreado. Con el fin de ahondar en este interrogante, se hizo uso 

del reportero de actividad de p53 p53RE-GFP junto al silenciamiento del gen ✁�✂✁✖ ☛

luego de tratamientos con Rapamicina, una droga ampliamente utilizada como 

inhibidor de la vía TOR. El análisis del comportamiento de p53RE-GFP durante el 

desarrollo de estos experimentos es una manera de corroborar si la activación de p53 

es dependiente de AMPK, y en ese caso, si esto ocurriría meramente a través de su 

capacidad de inhibir la vía TOR o mediante mecanismos adicionales. Al analizar los 

��✄�✆✁☎�✂✌☛✠ ✆� ✠✁✟�✂✍✁✝☎✁�✂✌☛ �✂ �✟ ✂✁ ✆�✟ ✄�✂ ✁�✂✁✖✝ ✠� ☛✞✠�✆☎✝ ✄✂✝ ✍✟✝✆✝

inhibición de la inducción del reportero p53RE-GFP frente a condiciones de 
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hambreado (Figura  61). Estos resultados indican que la actividad de AMPK es 

necesaria para la activación de p53 en respuesta a la falta de nutrientes. Por su parte, 

los tratamientos con Rapamicina de larvas L3 derivaron en la represión de la vía TOR 

(evidenciado por la inducción del gen unk) pero no alteraron el nivel del reportero 

p53RE-GFP (Figura  62). Estos resultados indican que la represión de la vía TOR no 

es suficiente para la activación del factor de transcripción p53 y que, a su vez, existen 

mecanismos alternativos o adicionales por los cuales AMPK modula la actividad de 

p53 en respuesta al hambreado. 

                                    

Figura  61. Niveles de transcripto medidos por RT-qPCR del gen GFP en larvas 
expresando el reportero p53RE-GFP y un ARN de interferencia contra el gen AMPK� 
(AMPK�i). Las barras de error representan SEM. * p<0.05. 

 

Figura  62. Niveles de transcripto medidos por RT-qPCR de los genes GFP y unk en 
larvas expresando el reportero p53RE-GFP y tratadas o no con Rapamicina. Las barras de 
error representan SEM. ** p<0.01. 

Un interrogante que se desprende de los resultados observados anteriormente 

es si la regulación de la actividad de p53 por AMPK es necesaria para la modulación 

de autofagia frente a periodos de hambreado. Con el fin de responder esta pregunta, 

se determinó el impacto del silenciamiento de ✁�✂✁✖ �✂ �✟ ✂✁ �✂ ✟✝ ✁✂✆✄✍✍✁✝✂ ✆�
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autofagia. Tinciones con Lysotracker del FB, glándulas salivales, cerebro e intestino de 

larvas sometidas a 4 horas de hambreado mostraron menores niveles de autofagia en 

ausencia de AMPK, indicando que este gen es necesario en el FB para la inducción de 

autofagia a nivel sistémico.  

 

Figura  63. Inducción de autofagia monitoreada por tinción con Lysotracker en 
glándulas salivales, intestino y cerebro de larvas control y expresando un ARN de interferencia 
contra el gen AMPK� (AMPK�i o AMPKi) luego de un tratamiento de 4h de hambreado. Las 
barras de error representan SEM. *** p<0.001. 

Experimentos de mosaicos genéticos acompañan los resultados anteriores 

donde el silenciamiento de AMPK en células individuales no afecta los niveles de 

autofagia observados en esas mismas células ni en células vecinas (Figura  64). Esto 

refuerza la idea de que, al igual que p53, AMPK utiliza mecanismos no autónomos 

celulares para ejercer su rol regulatorio con respecto a la inducción de autofagia a 

nivel sistémico. 

  

Figura  64. Células del FB de larvas sometidas a la falta de nutrientes expresando GFP 
y un ARN de interferencia contra AMPK� (en verde) presentan niveles de autofagia 
equivalentes a células control vecinas. Los niveles de autofagia se cuantificaron midiendo el 
área de puntos mCherryATG8 positivos (Rojo/Blanco). 
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Con el fin de responder si AMPK y p53 regulan autofagia mediante los mismos 

mecanismos moleculares, se midieron los niveles de Dilp2HF en hemolinfas de 

animales silenciados para ✁�✂✁✖ en el FB y sometidos a la privación de nutrientes. 

Estos animales mostraron mayores niveles de dILP2 en circulación comparados con 

animales control (Figura  65), sugiriendo que AMPK en el FB, al igual que p53,  regula 

de forma remota la secreción de dILP2 desde las IPCs. 

 

Figura  65. Inmunoensayos por ELISA mostrando los niveles circulantes de Dilp2HF en 
la hemolinfa de larvas de los genotipos indicados en condiciones control y sometidas a 2h de 
hambreado. Las barras de error representan SEM. * p<0.05. 

Trabajos anteriores han mostrado que moscas mutantes para AMPK poseen 

una menor supervivencia frente a la falta de nutrientes (Johnson et al., 2010). En 

consecuencia, es posible que sea el rol de AMPK a nivel del FB el responsable de 

conferir resistencia al hambreado. Interesantemente, moscas adultas ✄✁��✁✂✒✞i se 

comportan de forma análoga a las mutantes para este gen, mostrando menores 

niveles de supervivencia frente a la privación de nutrientes (Figura  66). Por otro lado, 

y favoreciendo la hipótesis de que p53 y AMPK comparten mecanismos moleculares 

de acción frente al hambreado, el fenotipo observado expresando AMPKi no se ve 

exacerbado por la expresión de p53H159.N. De forma complementaria con experimentos 

anteriores, la ausencia de un efecto aditivo en la supervivencia de moscas portando 

alelos de pérdida de función para estos genes indica que ambos forman parte de un 

mismo mecanismo molecular donde AMPK actuaría corriente arriba de p53 en la 

modulación de la resistencia al hambreado.  



RESULTADOS 

104 
 

 

Figura  66. Curvas de supervivencia a periodos de hambreado de adultos control y 
expresando p53H159.N y/o un ARN de interferencia para AMPK� en el FB. Las barras de error 
representan SEM. 

8. Rol de p53 en la adaptación al exceso de nutrientes 

Trabajos anteriores han observado distintos roles de la actividad de p53 en la 

adaptación de ratones a dietas HFD (dieta rica en grasas, High Fat Diet) y HFHS (dieta 

rica en azúcares y grasas; High fat, High sucrose), la mayoría de ellos con efectos 

deletéreos (Krstic et al., 2018a). La inhibición de p53 en ratones alimentados con 

HFHS muestran menor ganancia de peso corporal, menor nivel de adiposidad, menor 

inflamación del tejido adiposo y mejores niveles de resistencia a insulina y tolerancia a 

glucosa en comparación con animales control (Yokoyama et al., 2014). A su vez, en 

apartados anteriores de esta tesis, se observó la activación de p53 en moscas 

crecidas en HSD (Figura  23). Ante estos datos, se propuso analizar la contribución del 

eje AMPK-p53 en la adaptación a esta clase particular de estrés nutricional.  

Como mencionado anteriormente, animales crecidos bajo HSD muestran 

menores niveles de viabilidad y un retraso en los tiempos de desarrollo (Figura  24). 

Curiosamente y en contraposición con estudios realizados en vertebrados, la 

expresión de p53H159.N en el FB exacerbó los fenotipos deletéreos observados en HSD, 

sugiriendo un rol protector para p53 en animales crecidos bajo este particular tipo de 

dieta. Fenotipos similares en la viabilidad fueron observados en individuos expresando 

AMPKi en el FB, sugiriendo que p53 ejerce su rol junto a AMPK en este contexto 

(Figura  67). 

En pos de corroborar si el eje AMPK-p53 actúa a través de Upd2 y la 

regulación de la secreción de dILP2, se midieron los niveles transcripcionales de Upd2 

por RT-qPCR y de dILP2HF en circulación. Notablemente, animales cg>p53H159.N 

crecidos en HSD mostraron mayores niveles de transcripto Upd2 y mayores niveles de 
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dILP2HF en circulación. Estos resultados sugieren que el eje AMPK-p53 controlaría la 

expresión de Upd2 y la secreción de dILP2 como parte de un mecanismo de 

adaptación no sólo al hambreado sino a otros tipos de estrés nutricional como lo son 

las dietas ricas en sacarosa.  

 

 

Figura  67. Niveles de pupariación en individuos sin actividad P53 en el FB crecidos en 
dieta control y rica en sacarosa (HSD). Los datos se encuentran normalizados al genotipo 
control. Las barras de error representan SEM. ** p<0.01. 

 

Figura  68. (A) Niveles de transcripto medidos por RT-qPCR de Upd2 en larvas 
crecidas en dietas control y HSD. (B) Inmunoensayos por ELISA mostrando los niveles 
circulantes de Dilp2HF en la hemolinfa de larvas de los genotipos indicados en condiciones 
control y crecidas en HSD. Las barras de error representan SEM. ** p<0.01 y * p<0.05. 

Dado la contraposición del rol observado para p53 en moscas crecidas bajo 

HSD con los resultados previos obtenidos en vertebrados alimentados con dietas ricas 

en grasas (Krstic et al., 2018a), nos propusimos analizar el rol de p53 frente a la 

exposición a dietas ricas en grasas (HFD, High Fat Diet) en Drosophila. 

Interesantemente, y de forma contraria a lo observado para HSD, la restricción de la 

actividad p53 en el FB resultó en mayores tasas de viabilidad (medida como 
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porcentaje de pupariación) con respecto a individuos control (Figura  69). Esto 

sugeriría la existencia de distintos roles para p53 dependiendo del tipo específico de 

estrés nutricional. Mientras que p53 es necesario para la adaptación a condiciones de 

hambreado o HSD, al igual que lo observado en vertebrados, la actividad de este gen 

resulta deletérea frente a dietas ricas en grasas.  

 

Figura  69. Porcentaje de pupariación durante el desarrollo en individuos control y sin 
actividad de p53 en el FB crecidos bajo dietas control (CD) y rica en grasas (HFD). El tiempo se 
representa en horas a partir del momento de la puesta de huevos (AEL). Las barras de error 
representan SEM. 

9. Rol de p53 en el metabolismo energético en periodos de hambreado 

Como descripto anteriormente, animales carentes de actividad p53 en el FB 

muestran un mayor consumo de glucógeno frente a la privación de nutrientes en 

comparación a animales control (Figura  22). Esto sugiere que p53 actuaría como 

freno metabólico en el consumo de reservas energéticas, posiblemente favoreciendo 

un uso más eficiente de las mismas (Barrio et al., 2014). Sin embargo, larvas que 

expresan AMPKi en el FB mostraron altos niveles de glucógeno tanto en condiciones 

WF como luego de 4 horas de hambreado (Figura  70). Esto sugiere que AMPK es 

necesario para la movilización de glucógeno y actuaría de manera opuesta a p53, 

hecho que desacopla las funciones de p53 y AMPK relacionadas al metabolismo 

energético. Más aun, la expresión de ATG1i, a diferencia de la expresión de p53H159.N, 

no afectó los niveles de glucógeno luego de tratamientos de hambreado. Estos 

resultados indican que la sensibilidad y supervivencia al hambreado no 

necesariamente se encuentran ligadas a los niveles de glucógeno y que la función de 

p53 en el metabolismo energético no depende de AMPK ni del proceso de autofagia.   
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Figura  70. Niveles de glucógeno en larvas en condiciones óptimas de alimentación y 
luego de 4 h de hambreado. Las barras de error representan SEM. *** p<0.001. 

Para corroborar la idea de que p53 regula de forma independiente el 

metabolismo energético y la señalización de insulina, se llevaron a cabo 

determinaciones de glucógeno en animales expresando Upd2i y sobre expresando 

Impl2. Mientras que ambas de estas manipulaciones genéticas rescatan la 

supervivencia de adultos cg>p53H159.N frente a periodos de hambreado, tanto el 

silenciamiento de Upd2 como la sobreexpresión de Impl2 fueron incapaces de 

aumentar los niveles de glucógeno luego del tratamiento de hambreado al nivel de 

aquellos observados en animales control (Figura  71). Estos resultados indican que 

p53 en el FB regula el consumo de glucógeno de forma independiente de Upd2 y los 

niveles de dILP2 en circulación   

 

Figura  71. Niveles de glucógeno en adultos en condiciones óptimas de alimentación y 
luego de 24 h de hambreado. Las barras de error representan SEM. ** p<0.01 y *** p<0.001. 
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10. Respuestas transcripcionales mediadas por p53 en respuesta al 

estrés nutricional 

10.1 Respuesta transcripcional dependiente de p53 en respuesta al 

estrés nutricional 

Con el fin de entender en mayor profundidad los mecanismos por los cuales 

p53 regula la homeostasis metabólica y el metabolismo energético, llevamos a cabo 

un análisis de secuenciación masiva de ARN (RNA-seq) a partir de muestras de FB 

obtenidas de larvas cg>w1118 y expresando la versión dominante negativa de p53 

(cg>p53H159.N), tanto en condiciones control (WF) como luego de 4 horas de 

hambreado (STV). El análisis de los datos obtenidos de larvas cg>w1118 mostraron la 

modulación de 3440 genes en respuesta al hambreado (parámetros utilizados: 

log2FoldChange absoluto >0.5; valor p ajustado<0.01), de los cuales 1272 se 

encuentran regulados positivamente y 2168 negativamente con respecto a condiciones 

control (WF). En línea con estudios anteriores (Chatterjee et al., 2014; Zinke et al., 

2002), el análisis de vías utilizando la base de datos KEGG mostró que muchos de los 

genes regulados positivamente se encuentran relacionados a los procesos de 

gluconeogénesis, lipólisis y oxidación de ácidos grasos, todos procesos metabólicos 

que se saben necesarios para la adaptación al hambreado (Figura  72). El análisis de 

Gene Ontology (GO) de estos mismos genes mostró enriquecimientos en procesos 

biológicos como la regulación de autofagia, procesos de óxido-reducción, de respuesta 

a estrés y respuesta inmune (Figura  72). Por otro lado, entre los regulados 

negativamente, se observaron genes relacionados a la vía de las pentosas fosfato, 

lipogénesis y biogénesis de mitocondrias. El análisis de GO de esta misma lista de 

genes, a su vez, mostró que muchos se encuentran asociados a la biogénesis de 

ribosomas, el procesamiento de ARNr y ARNt, la transcripción mitocondrial, 

fosforilación oxidativa y respiración celular.  

Favoreciendo un rol específico para p53 en la regulación transcripcional de 

genes como parte de una respuesta al estrés nutricional, el número de genes 

diferencialmente expresados entre los distintos genotipos en condiciones control (WF, 

cg>w1118 vs cg>p53H159.N) fue de sólo 151. Este número se ve fuertemente contrastado 

con los 1968 genes regulados diferencialmente entre FB de larvas de los distintos 

genotipos sometidas a tratamientos de hambreado (STV, cg>w1118 vs cg>p53H159.N). En 

este tejido, 815 genes se vieron regulados positivamente y 1153 negativamente, de 

cuyo total la mayoría (83%) se encuentran diferencialmente expresados también entre 

las distintas condiciones en animales control (cg>w1118, WF vs STV). 
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Figura  72. Análisis de GO y KEGG de genes diferencialmente expresados en FBs de 
larvas control en respuesta al hambreado.  

En pos de analizar más profundamente los datos obtenidos se llevó a cabo un 

análisis de agrupamiento o clustering. Para ello, genes diferencialmente expresados 

en cada genotipo y condición fueron comparados ente sí definiendo grupos de genes y 

sus respectivas intersecciones (Figura  73), y agrupándolos posteriormente en clusters 

jerárquicos en base a su número y perfil de expresión.  
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Figura  73. Número de genes en intersecciones de los distintos grupos comparando 
genotipos (cg>w

1118
 vs cg>p53

H159.N) y tratamientos (WF vs STV). W
1118_tratamiento: genes 

regulados diferencialmente en respuesta al hambreado en animales control. WF_genotipo: 
genes regulados diferencialmente en los distintos genotipos en condiciones WF. 
P53H159.N_tratamiento: genes regulados diferencialmente en animales cg>p53

H159.N en 
respuesta al hambreado. STV_genotipo: genes regulados diferencialmente en los distintos 
genotipos en condiciones STV. 

Particularmente interesante es el caso de los genes diferencialmente 

expresados entre los distintos genotipos en condiciones de STV y que no responden al 

hambreado en animales cg>p53H159.N (en la Figura  73: 595 exclusivos del grupo 

STV_genotipo y 1143 en la intersección de éste con el grupo w1118_tratamiento), 

parámetros que excluyen genes que se vean afectados en condiciones WF y que 

respondan al hambreado aún en ausencia de actividad p53. El análisis de clusters 

dividió estos genes en principalmente dos tipos de perfiles: genes que se inducen en 

respuesta al hambreado en larvas control pero no en larvas cg>p53H159.N (clusters 1 y 

3), y genes cuya transcripción se inhibe en respuesta al hambreado en animales 

control y se mantienen activos en larvas cg>p53H159.N (cluster 2). El análisis de GO y 

KEGG para el cluster 1 y 3 mostró genes metabólicos asociados al metabolismo de 

purinas, glutatión, fructosa, manosa, arginina, prolina y piruvato; y genes asociados a 

la vía de la glicólisis, al ciclo de TCA y a la gluconeogénesis (Figura  75). Por el 

contrario, el cluster 2 mostró genes principalmente asociados a la transcripción y 

biogénesis de ribosomas (Figura  75), procesos celulares energéticamente 

demandantes reducidos frente a la privación de nutrientes.  
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Figura  74. Gráfico Heatmap del comportamiento de un grupo de genes 
diferencialmente expresados entre cg>+ y cg>p53

H159.N en STV. El cluster 2 muestra un 
enriquecimiento de genes relacionados a traducción y biogénesis de ribosomas (líneas azules y 
celestes). También se señalan aquellos genes que presentan picos de unión de Dmp53 según 
datos de ChIP-Seq (líneas amarillas). 

Con el fin de evaluar si los genes asociados a los distintos clusters podrían ser 

genes blanco de p53, se compararon los datos obtenidos en el análisis de RNA-seq 

con datos de ChIP-Seq previamente publicados para p53 en Drosophila (Kudron et al., 

2018; Kurtz et al., 2019) Dicho análisis mostró un enriquecimiento significativo de picos 

de unión de p53 presentes en genes del cluster 2 (Figura  74, p=2.457e-12, test de 

Fisher). Sorprendentemente, de los 94 genes que codifican para proteínas 

ribosomales (RP) en el genoma de Drosophila, 76 genes se encuentran regulados en 

STV de manera dependiente de p53 y 64 de estos genes presentan picos de unión 
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para este factor de transcripción (Figura  74). Adicionalmente, 20 de estos genes RP 

con pico de union para p53 contienen la secuencia consenso de union de p53 al ADN 

en su region promotora (Figura  76). Estos resultados sugieren que p53 se une a los 

promotores de genes RP y regula negativamente su transcripción en respuesta al 

hambreado.  

 

 

Figura  75. Análisis de GO y KEGG para los clusters 1,2 y 3 obtenidos en el análisis de 
datos del RNA-seq. 

 

Figura  76. Genes RP que presentan la secuencia consenso de unión de p53 al ADN. 

Como criterio de validación de los resultados transcriptómicos, se midieron por 

qRT-PCR los niveles de mRNA de siete RP a partir de muestras independientes 
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obtenidas de FB de larvas control y cg>p53H159.N en WF y STV. Los niveles de 

expresión de los 7 genes RP analizados se reducen en respuesta a STV en animales 

control, sin embargo, la bajada en los niveles de expresión de dichos genes se rescata 

cuando se bloquea la activación de p53 en el FB. En el caso de los niveles del 

5SrRNA, no observamos cambios en respuesta a STV al menos en los tiempos 

analizados (Figura  77). 

 

Figura  77. Medida de los niveles de transcripto para diversos genes RP y 5SrRNA en el 
FB de larvas control (cg>+) y cg>p53

H159.N sometidas a 24 h de hambreado (STV). Las barras de 
error representan SEM. ** p<0.01 y * p<0.05. 

10.2 Rol de la traducción y biogénesis de ribosomas en el consumo 

acelerado de glucógeno en ausencia de p53 

Como mencionado en apartados anteriores, el consumo acelerado de 

glucógeno en animales que carecen de actividad p53 en el FB no parece estar ligado a 

la regulación de la señalización de insulina por parte de esta proteína. Otra alternativa 

que podría explicar este fenotipo se desprende de resultados obtenidos de la 

secuenciación masiva de ARN, donde p53 regula la expresión de genes RP y por 

consiguiente, los niveles de traducción y biogénesis de ribosomas, ambos procesos 

altamente demandantes en términos energéticos. De esta manera, las altas tasas de 

traducción y síntesis de ribosomas durante periodos de hambreado generadas por la 

falta de p53 podría explicar un consumo acelerado de reservas energéticas en estos 

individuos. Con el fin de analizar esta hipótesis, se llevaron a cabo experimentos 

modulando la traducción y la biogénesis de ribosomas.  

Para modular los niveles de traducción, se empleó la droga cicloheximida 

(CXM), que inhibe la síntesis de proteínas de novo bloqueando la elongación de la 

traducción. El efecto de este tratamiento puede corroborarse a partir de las altas tasas 
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de mortalidad a largos periodos de hambreado, posiblemente por la falta de traducción 

de proteínas necesarias para hacerle frente a este tipo de estrés (Figura  78).  
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Figura  78. Porcentaje de individuos muertos luego de 30 h de hambreado habiendo 
siendo sometidos a un pretratamiento con solución al 5% de sacarosa (Ctrl) y una solución de 
5% de sacarosa y 35 mM de CXM (CXM). Las barras de error representan SEM. 

El tratamiento con CXM de animales carentes de actividad p53 en el FB no 

afectó los niveles de glucógeno luego de la privación de nutrientes. Eso sugiere que 

los niveles de la traducción de proteínas no estarían relacionados al consumo de 

glucógeno luego de periodos de hambreado.  
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Figura  79. Niveles de glucógeno relativos a condiciones control (WF) en adultos cg>+ 
y cg>P53

H159.N luego de 24 h de hambreado pretratados o no con cicloheximida. Las barras de 
error representan SEM.  

Con el fin de llevar a cabo un análisis similar respecto a la biogénesis de 

ribosomas, se utilizó una herramienta de silenciamiento del gen Myc de Drosophila 

(Myci). Myc, un factor de transcripción altamente conservado, es un regulador central 
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de la biogénesis de ribosomas y la traducción de proteínas tanto en Drosophila como 

en mamíferos (Gallant, 2013; van Riggelen et al., 2010). Estudios en células de 

mamíferos han demostrado que Myc regula directamente la expresión de proteínas y 

ARN ribosomales, cofactores necesarios para el procesamiento y ensamblado de los 

diferentes componentes del ribosoma, así como también factores que controlan la 

iniciación de la traducción. Específicamente en lo que respecta a las proteínas 

ribosomales, Myc regula su transcripción por unión directa a secuencias E-box 

ubicadas en la región regulatoria de dichos genes (van Riggelen et al., 2010). Si bien 

en Drosophila no se ha estudiado el rol de Myc en la regulación de la biogénesis de 

ribosomas con el mismo nivel de detalle, dado su grado de conservación, es esperable 

que actúe a través de mecanismos similares. 

Para evaluar si la biogénesis de ribosomas dependiente de Myc afecta los 

niveles de glucógeno en individuos sin actividad de p53 en el FB se expresó Myci en el 

FB de larvas control y expresando la versión dominante negativa de p53 en este 

mismo órgano. Resultados preliminares mostraron que, si bien la expresión de Myci 

resultó en individuos con menor contenido de glucógeno luego de un periodo de 

hambreado, las diferencias en las tasas de consumo entre animales control y 

expresando p53H159.N no se vieron afectadas (Figura  80). Estos resultados 

preliminares sugieren que la función de p53 en la regulación de reservas energéticas 

no estaría asociada a la modulación de la traducción ni tampoco a la regulación de la 

biogénesis de ribosomas.  
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Figura  80. Niveles de glucógeno relativos a condiciones control (WF) en adultos cg>+ 
y cg>P53

H159.N luego de 24 h de hambreado expresando o no un ARN de interferencia contra el 
gen Myc (Myci) específicamente en el FB. Las barras de error representan SEM. * p<0.05 y ** 
p<0.01. 
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11. CG4025 y p53 

11.1 CG4025 se induce en respuesta a la falta de nutrientes de forma 

independiente de p53 

Dentro de los objetivos de esta tesis se propuso analizar el gen relacionado a 

autofagia CG4025/dDRAM como un posible blanco transcripcional de p53 inducible 

frente a la falta de nutrientes. Para analizar este punto, se midieron por RT-qPCR los 

niveles del gen CG4025 en larvas L3 crecidas en condiciones control y luego de 4 

horas de hambreado. De forma consistente con trabajos anteriores, se observó una 

contundente inducción de este gen frente a la falta de nutrientes.  A su vez, para 

corroborar si la inducción de este gen en estas condiciones depende de p53 se 

llevaron a cabo las mismas determinaciones en larvas mutantes para p53 (p53ns y 

p535A14). La inducción de CG2045 en individuos mutantes para p53 fue similar a la 

observada en animales control, hecho que sugiere que este gen en este contexto 

particular se regula de forma independiente de p53 (Figura  81). 
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Figura  81. Niveles de transcripto medidos por RT-qPCR del gen CG4025 en animales 
control (w1118) y mutantes para p53 (p53

5A14 y p53
ns) en condiciones óptimas de alimentación y 

luego de 4h de hambreado (Stv).  

11.2 CG4025 no es necesario para apoptosis dependiente de p53 

Con el fin de complementar los resultados anteriores donde se mostró que la 

inducción del gen CG4025 en respuesta al hambreado no parece depender de p53, se 

propuso indagar sobre el rol de DRAM en otras respuestas mediadas por este factor 

de transcripción. Trabajos previos han mostrado que al menos DRAM1 en vertebrados 

es requerido para la respuesta apoptótica de p53 (Guan et al., 2015). En este sentido, 

se propuso analizar el efecto de la expresión de CG4025i en la apoptosis generada por 

la sobreexpresión de p53 de Drosophila en el primordio de ojo de adultos 

GMR>p53Ex.2. De forma análoga a lo observado luego de tratamientos de 
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hambreado, la apoptosis generada por la sobreexpresión de p53 no parece verse 

afectada por el silenciamiento del gen CG4025 (Figura  82). Estos resultados sugieren 

que, al menos en este contexto, el gen CG4025/DRAM no sería necesario para la 

inducción de apoptosis mediada por p53.   

 

Figura  82. Apoptosis en el ojo de Drosophila generada por la sobreexpresión de p53 y 
su co-expresión con un ARNi contra el gen DRAM de Drosophila.  
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1. Discusión 

La disponibilidad de nutrientes en entornos naturales raramente se encuentra 

asegurada. Debido a esto, la capacidad del organismo de mantener la homeostasis 

metabólica frente a diversas condiciones nutricionales es de vital importancia para su 

supervivencia. Las distintas respuestas fisiológicas generadas por variaciones 

medioambientales en las fuentes de alimento requieren una fina coordinación entre 

mecanismos de señalización celulares y a nivel hormonal. La coordinación de estos 

mecanismos genera así efectos diferenciales en distintos tejidos en pos de mantener 

la homeostasis metabólica. Todos éstos son procesos complejos y su desregulación 

puede derivar tanto en el desarrollo de desórdenes metabólicos, entre ellos, la 

obesidad y diabetes, como también inducir la muerte prematura al atravesar largos 

periodos de hambreado. En este contexto, se ha reportado que el gen supresor de 

tumores p53 es capaz de mediar cambios metabólicos en distintos tejidos y de 

promover la supervivencia celular frente a la privación de nutrientes (Berkers et al., 

2013; Vousden & Ryan, 2009). A pesar de la minuciosa y detallada descripción hecha 

a lo largo de los años de las funciones celulares canónicas y no canónicas de p53, 

muchos de estos aspectos metabólicos y el rol en la comunicación inter-órgano aún no 

han sido dilucidados por completo. Curiosamente, y desde una óptica evolutiva, la 

presencia de p53 en organismos primitivos (Belyi et al., 2010) sugiere que la función 

tumor supresora de este gen puede no haber sido su función original y que su 

capacidad de suprimir el crecimiento de tumores puede haber surgido como 

consecuencia de funciones metabólicas más antiguas. En este sentido, es posible que 

la regulación de la homeostasis metabólica sea posicionada en un futuro como una de 

las principales funciones de p53, tanto en condiciones fisiológicas como patológicas. 

Este trabajo de tesis muestra un rol para p53 de Drosophila en el sensado de 

nutrientes y la organización de una respuesta al estrés nutricional a nivel de organismo 

completo. Interesantemente, esta función de p53 ocurre a nivel del tejido adiposo de 

Drosophila, órgano clave en la adaptación del metabolismo a nivel local y sistémico en 

función del estado nutricional del individuo. De forma dependiente de AMPK, la 

activación de p53 en el tejido adiposo es requerida en respuesta al estrés nutricional 

para la correcta comunicación entre el FB y el cerebro. La represión por parte de p53 

de la expresión en el FB de Upd2, homólogo en Drosophila de la hormona Leptina, y la 

activación de la vía JAK/STAT en el cerebro de animales privados de nutrientes son 

cruciales para la disminución rápida tanto de los niveles de dILP2 en hemolinfa como 

de la señalización de insulina, y por ende, para la inducción de autofagia a nivel 

sistémico. Estos efectos son parte de mecanismos de resistencia al hambreado, 
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posicionando al eje AMPK-p53 como una parte esencial del sensado de nutrientes y 

de la regulación de la respuesta fisiológica adaptativa a condiciones nutricionales 

adversas (Figura  83). Adicionalmente, dada la gran conservación entre Drosophila y 

vertebrados de vías de señalización metabólicas, endocrinas y de sensado de 

nutrientes, los descubrimientos detallados en este trabajo podrían ciertamente 

contribuir, tanto en contextos patológicos como fisiológicos, al mayor entendimiento del 

rol de p53 de humanos.  

 

Figura  83. Rol esencial de p53 en el tejido adiposos de Drosophila melanogaster en el 
sensado del estrés nutricional y mantenimiento de homeostasis metabólica. Ante la privación 
de nutrientes y dietas ricas en sacarosa, p53 es activado en el FB y reprime la expresión de 
Upd2. Esta activación es dependiente de AMPK y conduce a la modulación de los niveles de 
dilp2, la señalización de TOR/Insulina y la inducción de autofagia.  

1.1 Regulación de p53 en respuesta a la privación de nutrientes 

Las quinasas TOR y AMPK, esenciales en el sensado de nutrientes, son 

reguladores centrales del balance energético tanto a nivel celular como del organismo 

completo. Previamente, se ha demostrado que ambas quinasas interaccionan con el 

factor de transcripción p53 (Grewal, 2009; Hietakangas & Cohen, 2009; Jones et al., 

2005). Por un lado, en respuesta al daño al DNA, p53 reprime la vía TOR mediante la 

activación de AMPK (Feng et al., 2005). Asimismo, en células humanas sometidas a 

privación de glucosa, se ha reportado que AMPK se activa y fosforila p53 en su 

residuo Ser-15 (Jones et al., 2005; Okoshi et al., 2008). Mutantes de p53 en la serina 
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15 son incapaces de dirigir la respuesta transcripcional dependiente de p53 ni inducir 

arresto del ciclo celular en respuesta al estrés nutricional (Loughery et al., 2014). 

Interesantemente, en células humanas, la fosforilación de este residuo se da de forma 

rápida (15 minutos luego de la privación de glucosa) y puede ser revertida por la 

fosfatasa PP2A dependiente de TOR (Feng et al., 2005). AMPK también es capaz de 

estabilizar p53 mediante otros mecanismos como la fosforilación e inhibición de MDMX 

o inhibición de la deacetilasa Sirt1 (He et al., 2014; Lee et al., 2012). En este trabajo, 

se demostró que la activación rápida de p53 a tiempos cortos de hambreado (4 horas) 

en el FB es dependiente de AMPK y es absolutamente requerida para los cambios 

metabólicos y fisiológicos que promueven la resistencia a la privación de nutrientes en 

Drosophila. De forma consistente, trabajos posteriores observaron fosforilación y 

activación de p53 de forma dependiente de AMPK en adipocitos maduros de ratón 

sometidos a la falta de nutrientes (H. Wang et al., 2020a). De esta manera, sería útil 

demostrar y caracterizar la fosforilación de p53 por AMPK en Drosophila con el fin 

tanto de validar los estudios desarrollados en este trabajo de tesis como también de 

identificar nuevos elementos o mecanismos de retroalimentación involucrados en 

dicha interacción. En este sentido, sería interesante evaluar el rol de Sir2 (homólogo a 

Sirt1 en Drosophila) en la modulación de la actividad p53 por AMPK. Sir2 es 

particularmente relevante en este contexto dado que su silenciamiento en el FB tiene 

efectos no autónomos celulares en la señalización de insulina y afecta la movilización 

de lípidos y la supervivencia a la falta de nutrientes (Banerjee et al., 2012). Sería 

interesante analizar el rol de la inhibición de Sir2 por AMPK frente a la falta de 

nutrientes y hasta qué punto los efectos metabólicos observados tras su silenciamiento 

o represión, en especial los que respectan a la movilización de reservas, dependen de 

p53.  

En trabajos anteriores desarrollados en el laboratorio, se demostró en larvas de 

Drosophila que la inhibición de TOR luego de periodos largos de hambreado (24-48 h) 

contribuye a la activación de p53 en el FB, principalmente disminuyendo el 

silenciamiento de este gen mediado por miARNs (Barrio et al., 2014). Sabiendo esto, 

la activación a corto plazo de p53 por parte de AMPK podría ser parte de un 

mecanismo dual actuando junto con la activación mediada por inhibición de TOR 

frente a periodos de hambreado de mayor duración. Ambos mecanismos de regulación 

pueden ser importantes para establecer respuestas específicas según el tipo de 

estrés; una respuesta rápida frente a un estrés nutricional transitorio que, a su vez, 

pueda derivar en una adaptación sostenida al permanecer la situación de estrés por 

periodos más largos. Adicionalmente, el hecho de que la activación de p53 reprima la 
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expresión de Upd2, la señalización de insulina y la señalización TOR a nivel sistémico 

permite especular que dicha inhibición de TOR (dependiente de p53) constituye un 

mecanismo de retroalimentación positiva para mantener la activación de p53 frente a 

periodos de hambreado de larga duración. Más allá de estas hipótesis sobre la 

cooperación de los mecanismos de activación de p53 frente a la falta de nutrientes, 

nuestros resultados ubican a este factor de transcripción en una posición clave 

coordinando las vías de sensado de nutrientes con mecanismos endócrinos, como 

parte de un posible mecanismo fisiológico de retroalimentación y control ante el estrés 

nutricional.  

1.2 Nexo entre AMPK y autofagia 

AMPK es un regulador central de múltiples vías metabólicas y su actividad se 

encuentra afectada en enfermedades como la obesidad, inflamación, diabetes y 

cáncer (Jeon, 2016). Esta serina/treonina quinasa responde a bajos niveles en el 

estado energético celular y una vez activa, en el intento de recuperar la homeostasis 

energética, promueve procesos catabólicos relacionados a la generación de ATP e 

inhibe aquellos anabólicos que consumen ATP (Day et al., 2017). De esta manera, 

frente a situaciones de estrés nutricional, AMPK favorece procesos como la captación 

de glucosa, oxidación de ácidos grasos, biogénesis de mitocondrias y autofagia, y 

limita la síntesis de ácidos grasos, colesterol y proteínas (Day et al., 2017). 

Particularmente en el caso de autofagia, a pesar de que se ha reportado que AMPK 

activa este proceso de forma autónoma celular por fosforilación y activación directa de 

ULK1/ATG1 e indirectamente por inhibición de mTORC1 (Joungmok Kim et al., 2011), 

nuestros resultados indican que, en el FB de larvas sometidas a 4 horas de 

hambreado, AMPK regula autofagia a nivel sistémico. De forma previa y consistente 

con estos resultados, se ha demostrado que esta quinasa es capaz de modular 

características complejas a nivel del organismo completo, como el tiempo de vida, el 

envejecimiento y la resistencia a insulina (Entezari et al., 2022). Interesantemente, uno 

de estos estudios ha reportado que AMPK de Drosophila promueve la proteostásis de 

tejido a través de la regulación no autónoma celular de autofagia (Stenesen et al., 

2013; Ulgherait et al., 2014), influenciando así el envejecimiento y el tiempo de vida de 

los individuos analizados. De manera análoga, en este trabajo se evidencia un rol de la 

quinasa AMPK a nivel del FB al conferir resistencia a la falta de nutrientes mediante la 

regulación de autofagia a nivel sistémico y afectación del organismo completo. 

Interesantemente, la regulación de autofagia en este contexto ocurre de forma 

inversamente proporcional a los niveles de dILP2 en circulación, sugiriendo que éste 

podría ser el mecanismo por el cual AMPK confiere resistencia al hambreado. La 
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realización de experimentos de rescate silenciando AMPK y sobre-expresando Impl2 

para modular los niveles de dILP2 en circulación podrían corroborar esta hipótesis. 

Finalmente, es necesario recalcar que la regulación sistémica de autofagia descripta 

en este trabajo no quita que otros mecanismos dependientes de AMPK, posiblemente 

a nivel autónomo celular, tengan un rol relevante en otros contextos o frente a 

periodos de hambreado de mayor duración. 

1.3 Rol de p53 frente al exceso de nutrientes 

La exposición a dietas ricas en nutrientes genera un desbalance en el 

organismo entre el consumo de calorías y el gasto energético que eventualmente 

deriva en el aumento de peso corporal y el desarrollo de obesidad. La obesidad, 

caracterizada por un exceso de tejido adiposo, predispone a pacientes a desarrollar 

resistencia a insulina y es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo 

de patologías como el síndrome metabólico, diabetes, enfermedades cardiovasculares 

y cáncer (Krstic et al., 2018b). A pesar de que las funciones del factor de transcripción 

p53 en el tejido adiposo han sido previamente exploradas, su rol en el desarrollo de 

patologías como la obesidad y diabetes aún no se encuentra claro. La inducción 

transcripcional y/o de la proteína p53 han sido observados tanto en el tejido adiposo 

de ratones genéticamente obesos ob/ob (Yahagi et al., 2003) como en el tejido 

adiposo de ratones y ratas sometidos a dietas altamente calóricas. Asimismo, se ha 

observado un incremento en la expresión de p53 en el tejido adiposo de pacientes 

humanos con obesidad (S. Liu et al., 2017a; Ortega et al., 2013; Zand et al., 2016). 

Los niveles de p53 en estos contextos patológicos han sido relacionados al desarrollo 

de resistencia a insulina y a los niveles de inflamación en los tejidos analizados 

(Strycharz et al., 2017). Asimismo, se ha reportado que la inhibición genética o 

farmacológica de p53 en ratones con fenotipos similares a diabetes tipo 2 previene la 

acumulación de grasa excesiva (Derdak et al., 2013; Yokoyama et al., 2014), resulta 

en una menor expresión de citoquinas proinflamatorias y mejora los niveles de 

resistencia a insulina (Minamino et al., 2009; H. Wang et al., 2020a). Estos efectos 

detrimentales se contraponen a los efectos adaptativos que se observan frente a 

periodos de hambreado, confiriéndole a la activación de este gen en condiciones de 

abundancia de nutrientes un carácter patológico y no deseable. Trabajos previos han 

propuesto que los efectos nocivos de la actividad de p53 en estos contextos son 

resultado de la represión del gasto energético y la captación de glucosa como parte de 

su respuesta transcripcional (S. Liu et al., 2017b). En este trabajo se determinó que la 

actividad de p53 en el FB resulta detrimental frente a dietas ricas en grasas (HFD) 

señalando que este organismo modelo puede ser de especial utilidad para esclarecer 
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las interacciones genéticas y mecanismos moleculares que median las funciones 

nocivas de p53 en este contexto. En este sentido, sería interesante determinar si, 

además de su rol transcripcional, la regulación no autónoma celular de Upd2/Leptina 

por parte de p53 juega algún papel en la sensibilidad a dietas HFD.  

Sumando un nivel de complejidad al análisis de la función de p53 en 

condiciones nutricionales adversas, experimentos de viabilidad realizados en dietas 

HSD o ricas en azucares mostraron resultados disimiles. En contraposición con lo 

observado bajo dietas HFD, el crecimiento de individuos bajo HSD reflejaron un rol de 

p53 de carácter adaptativo y beneficioso frente a dicha condición de estrés. Estos 

resultados sugieren distintos roles de p53 dependiendo la naturaleza específica del 

estrés nutricional. En el caso particular del metabolismo de azúcares, se sabe que en 

condiciones fisiológicas normales p53 es necesario para la homeostasis en el 

metabolismo de glucosa. Por otro lado, se ha reportado que la pérdida de actividad 

p53 en ratones disminuye la tolerancia a glucosa (Armata et al., 2010; Franck et al., 

2013; Ortega et al., 2013) mientras que los niveles de expresión de este factor de 

transcripción se encuentran inversamente relacionados a la intolerancia a glucosa en 

humanos (Ortega et al., 2013). Adicionalmente, se ha demostrado que la droga 

Metformina, ampliamente utilizada para tratar la diabetes, actúa de forma dependiente 

de p53 (H. Wang et al., 2020b). Todos estos datos podrían sugerir que p53 es 

necesario para el correcto metabolismo de azúcares a nivel del tejido adiposo y que 

estas vías metabólicas son requeridas frente a dietas HSD pero no estrictamente 

necesarias en animales crecidos bajo HFD. De esta manera, un mayor entendimiento 

del rol de p53 y su contribución al mantenimiento de la homeostasis metabólica en 

distintos contextos nutricionales ayudarían a esclarecer la naturaleza compleja de p53 

y sus roles específicos en distintas patologías de índole metabólica.  

1.4 Leptina/Upd2 como molécula efectora de p53 

1.4.1 Upd2 como homólogo de Leptina 

En esta tesis se ha mostrado que la activación de p53 en el tejido adiposo de 

Drosophila impacta la señalización de insulina y la inducción de autofagia a nivel 

sistémico en respuesta a la falta de nutrientes. Notablemente, los efectos deletéreos 

de la falta de p53 en el tejido adiposo durante periodos de hambreado fueron 

ampliamente revertidos mediante inhibición ya sea de la expresión del péptido Upd2 

en el FB o la señalización JAK/STAT mediada por éste en neuronas GABAérgicas del 

cerebro. Trabajos previos han mostrado que múltiples fenotipos observados en 

mutantes de Upd2 son rescatados por expresión de la hormona de mamíferos Leptina, 
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señalando a Upd2 como su homólogo en Drosophila (Rajan & Perrimon, 2012). De 

forma similar a Upd2, Leptina regula el apetito, el gasto energético y el metabolismo 

principalmente modulando la vía JAK/STAT de blancos neuronales presentes en el 

cerebro (Mullen & Gonzalez-Perez, 2016; Picó et al., 2022a). Los niveles de Leptina en 

circulación declinan frente al hambreado y se encuentran aumentados en animales 

crecidos bajo una dieta de alto contenido calórico (Ahima et al., 1996; Frederich et al., 

1995). Bajos niveles de Leptina durante el hambreado desencadenan respuestas 

metabólicas y hormonales, como el aumento en el apetito y la reducción del gasto 

energético (Ahima et al., 1996; Sano et al., 2015). De forma contraria, los altos niveles 

de Leptina bajo dietas altamente calóricas actúan en el CNS para reducir la ingesta de 

alimentos y favorecer el gasto energético, limitado la obesidad en tiempos de 

abundancia de nutrientes (Ahima et al., 1996). Ratones ob/ob, mutantes para el gen 

que codifica esta hormona, resultan en el desarrollo temprano de obesidad mórbida, 

hiperfagia, baja temperatura corporal, baja tasa metabólica, inmunodeficiencia y 

resistencia a insulina (Picó et al., 2022b). Por el contrario, en mutantes Upd2 no se ve 

alterado el nivel absoluto de ingesta resultando en moscas más pequeñas y delgadas. 

A pesar de mostrar fenotipos divergentes en relación al peso corporal, la falta de tanto 

Upd2 en Drosophila como Leptina en vertebrados deriva en deficiencias metabólicas, 

principalmente relacionadas al metabolismo de lípidos y grasas.  

1.4.2 Relevancia fisiológica de la interacción entre Upd2/Leptina y p53 

En este trabajo de tesis se ha reportado la modulación de Upd2 por parte del 

factor de transcripción p53. Estudios anteriores en vertebrados, a su vez, observaron 

la regulación de p53 dependiente de Leptina principalmente en contextos relacionados 

al cáncer (J. Wang et al., 2021; Zahid et al., 2017). La integración de toda esta 

información desprende múltiples interrogantes. En primer lugar, la capacidad de 

Leptina de inhibir la actividad de p53 en contextos patológicos podría a su vez tener un 

rol fisiológico en el control de los niveles basales de p53 bajo condiciones óptimas de 

alimentación mediante mecanismos de retroalimentación negativa. De esta manera, 

sería interesante evaluar si Upd2 es capaz de inhibir la actividad de p53 en Drosophila. 

En segundo lugar, múltiples estudios epidemiológicos llevados a cabo en las últimas 

décadas señalan a la obesidad como un factor de riesgo en cáncer (Zwezdaryk et al., 

2018), haciendo particularmente interesante la interrelación entre un gen modulador 

del metabolismo como lo es la Leptina y un gen supresor de tumores como p53. De 

esta manera, futuros análisis en vertebrados podrán dilucidar el nivel de relevancia de 

los mecanismos de regulación entre p53 y Leptina en el desarrollo de cáncer.  
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1.4.3 Rol de la hormona Leptina en el desarrollo de cáncer 

A partir de estudios utilizando modelos experimentales tanto in vivo como in 

vitro, se ha mostrado que la producción de Leptina en el tejido adiposo es relevante en 

muchos aspectos de la biología del cáncer, desde etapas iniciales en la tumorogénesis 

hasta la progresión metastásica (Herrera-Vargas et al., 2021; Maroni, 2020). En este 

sentido, se ha demostrado que los elevados niveles de Leptina presentes en pacientes 

obesos tienen funciones hormonales capaces de afectar el desarrollo de tumores. 

Resultados similares se observaron en ratones, donde los altos niveles de Leptina 

presentes en ratones obesos contribuyeron al desarrollo de pólipos de colon inducidos 

por carcinógenos (S. Singh et al., 2020). De forma adicional a su rol sistémico, la 

Leptina secretada por adipocitos y fibroblastos residentes en el microambiente de 

tumores de mama pueden inducir el desarrollo de las células cancerígenas de forma 

parácrina mediante la activación de la vía JAK/STAT y otras vías canónicas (Andò 

et al., 2019; Lin & Hsiao, 2021). Muchas de estas vías de señalización comparten 

elementos con vías oncogénicas, favoreciendo aún más la proliferación de tumores 

(Mullen & Gonzalez-Perez, 2016). Interesantemente, esta hormona no sólo es 

secretada por células vecinas, sino también por las mismas células cancerígenas, 

apoyando la proliferación e invasión del tumor dentro del tejido lindante a través de un 

corto mecanismo de retroalimentación autócrino (Andò et al., 2019; Maroni, 2020; Y. 

Xu et al., 2019). En conclusión, la íntima relación entre la hormona Leptina y el 

desarrollo de cáncer indica que los resultados obtenidos en esta tesis, además de su 

aporte al entendimiento del rol fisiológico de p53, son sumamente relevantes en 

condiciones patológicas al sugerir un rol para p53 en la supresión de tumores vía 

represión de Upd2/Leptina actuando tanto a nivel local como del organismo completo. 

1.5 Eje AMPK-p53 en la regulación del metabolismo energético 

La respuesta de un organismo al estrés metabólico como la privación de 

nutrientes, es ampliamente dependiente de su capacidad de extraer energía desde 

reservas almacenadas principalmente en forma de glucógeno y TAGs (Arrese & 

Soulages, 2010; Leopold & Perrimon, 2007). En Drosophila, la homeostasis energética 

es mantenida mediante la acción combinada de las hormonas dILPs y Akh. En 

animales bien alimentados, la señalización de insulina promueve el almacenamiento 

de reservas mientras que, frente a la falta de nutrientes, Akh y los bajos niveles de 

dILP2 contribuyen a su movilización (Bharucha et al., 2008; Géminard et al., 2009; 

Rulifson et al., 2002). A su vez, como dicho anteriormente, el péptido hormona 

Upd2/Leptina estimula el gasto energético en condiciones óptimas de alimentación 

mientras que lo inhibe frente a la escasez de nutrientes. En un estudio previo, se ha 
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sugerido que p53 participa en la adaptación a la falta de nutrientes mediante la 

modulación del metabolismo de reservas energéticas (Barrio et al., 2014). Sin 

embargo, en este trabajo se demostró que p53 confiere resistencia al hambreado 

exclusivamente mediante la modulación de la vía de la insulina y la represión de Upd2. 

A pesar de que se ha demostrado que la activación sostenida de la vía de la insulina 

durante periodos de hambreado bloquean parcialmente la movilización de glucógeno 

(T. Yamada et al., 2018), el consumo acelerado de éste en ausencia de p53 persiste 

en animales que a su vez expresan Impl2 o silencian Upd2. Sorprendentemente, a 

pesar de las diferencias en los niveles de glucógeno, estos animales muestran una 

resistencia al hambreado semejante a individuos control. De esta manera, la 

resistencia al hambreado se ve disociada de los niveles de reservas energéticas, al 

menos en el contexto analizado y en lo que respecta a p53. Experimentos adicionales 

serán necesarios para llegar a conclusiones similares respecto de AMPK, dado que el 

silenciamiento en el FB de esta quinasa resulta en la inhibición total del consumo de 

glucógeno. Estos resultados son consistentes con estudios en ratón mostrando un rol 

para AMPK en la regulación del metabolismo de glucógeno por inhibición de la enzima 

Glucógeno Sintasa (GS) y activación de la Glucógeno Fosforilasa (GP), enzima 

limitante en la degradación de glucógeno (Hasenour et al., 2017; Hughey et al., 2017). 

Aunque no es posible excluir la influencia de mecanismos endocrinos distintos de 

dILP2, estos resultados sugieren una función a nivel autónomo celular concertada de 

AMPK y p53, involucrando tanto la regulación de la movilización de glucógeno por 

AMPK como el control del consumo del mismo regulado por p53. Interesantemente, un 

rol análogo para el eje AMPK-p53 ha sido descripto en el tejido adiposo de ratones en 

relación al consumo y movilización de lípidos (H. Wang et al., 2020b). En este sentido, 

corroborar que el consumo acelerado de glucógeno en animales sin actividad p53 

ocurre a nivel autónomo celular, y que AMPK actúa a este nivel vía p53 para regular el 

metabolismo de glucógeno complementaría los estudios del eje AMPK-p53 en la 

regulación de reservas energéticas en mamíferos.  

Trabajos anteriores han postulado que el proceso de autofagia se encuentra 

involucrado en la degradación de glucógeno en respuesta al hambreado (Zirin et al., 

2013). Sin embargo, según los autores, su rol en este contexto es parcial y puede ser 

compensado por mecanismos de degradación enzimática independientes. En efecto, 

esto es corroborado en nuestro trabajo ya que no se observan cambios en la 

movilización de glucógeno luego de la inhibición del proceso de autofagia. De esta 

manera, el consumo acelerado de glucógeno en animales sin actividad p53 en el FB 

podría ser atribuido a funciones metabólicas de p53 diferentes de aquellas que regulan 
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la señalización de insulina, Upd2 y autofagia. Interesantemente, mediante el análisis 

de datos de RNA-seq, se identificaron procesos regulados por p53 y energéticamente 

demandantes que podrían influir en el consumo diferencial de reservas energéticas 

como la biogénesis de ribosomas y el proceso de traducción. A pesar de que estudios 

preliminares han mostrado que la modulación de estos procesos no revierte el 

consumo acelerado de glucógeno por falta de actividad p53, experimentos adicionales 

serán necesarios para descartar el rol de estos procesos en la modulación del 

metabolismo de glucógeno por parte de p53. A su vez, se realizará una exploración de 

los datos obtenidos en el estudio de RNA-seq más detallada y focalizada en el 

comportamiento de genes metabólicos que, con la ayuda de futuros estudios 

metabolómicos, pueda identificar procesos metabólicos adicionales que expliquen la 

relevancia de la actividad de p53 frente al hambreado.  

1.6 P53 y biogénesis de ribosomas 

Resultados obtenidos en este trabajo muestran que p53 es requerido frente al 

hambreado para la represión de genes involucrados en el ensamblado de ribosomas, 

maduración de ARN ribosomal e iniciación de la traducción. Adicionalmente, estudios 

de ChIP-seq sugieren que p53 reprime genes de proteínas ribosomales (RP) de forma 

directa. Aun así, el rol de p53 como represor transcripcional mediante mecanismos 

directos es controversial (Fischer et al., 2014; Peuget & Selivanova, 2021). Se ha 

postulado que la represión transcripcional mediada por p53 sólo ocurre mediante la vía 

p53-p21-DREAM. En esta vía, p53 induce la expresión de p21 quien a su vez activa el 

complejo represor DREAM formado por múltiples proteínas entre las que se destacan 

el factor de transcripción heterodimérico DP/E2F4. Si bien este mecanismo de acción 

no se ha estudiado en Drosophila, según estudios de ChIP-seq la región regulatoria de 

68 de las 76 RP candidatas son capaces de unir DP. Investigaciones adicionales con 

el fin de esclarecer el mecanismo exacto por el cual p53 reprime las RP se están 

llevando a cabo actualmente en el laboratorio.   

Sumando complejidad al análisis de esta función de p53, se ha reportado 

previamente que la privación de nutrientes altera la biogénesis de ribosomas y causa 

estrés ribosomal, el cual activa p53. Ante defectos en la biogénesis de ribosomas, la 

acumulación de RP libres, principalmente RPL5 y RPL11, inhibe la función de MDM2 

permitiendo la acumulación y activación de p53. Si bien este mecanismo regulatorio se 

ha estudiado principalmente en células tumorales en cultivo, evidencias recientes 

mostraron que la activación de p53 vía RPL5/11 es clave para mantener la 

homeostasis metabólica frente a la privación de nutrientes en ratones (Y. Liu et al., 
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2014; Yanping Zhang & Lu, 2009). La activación de p53 en respuesta al estrés 

ribosomal ha sido también descripta en Drosophila (Hasygar & Hietakangas, 2014; D. 

Mesquita et al., 2010; Sanchez et al., 2019). Como postulado anteriormente, esta 

función de p53 en conectar el estrés nutricional y la biogénesis de ribosomas puede 

ser necesaria para facilitar la homeostasis energética frente a la privación de 

nutrientes. En qué medida una reducción en la biogénesis de ribosomas mediada por 

p53 es relevante en la respuesta adaptativa de un organismo ante un estrés nutricional 

no se conoce. A su vez, las implicancias de un mecanismo limitante para la 

proliferación celular como lo es la regulación de la biogénesis de ribosomas podrían 

representar una nueva faceta para la función tumor-supresora de p53. El análisis del 

rol de estos procesos altamente necesarios para el crecimiento celular en contextos 

relacionados al cáncer y su modulación por p53 podría representar un claro avance en 

el entendimiento de este factor de transcripción y su función tumor-supresora en 

contextos patológicos. 
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1. Conclusiones 

� La actividad de p53 en el Fat body  o tejido graso de Drosophila juega 

un rol fundamental en la adaptación metabólica del organismo al estrés 

nutricional 

� p53 se induce transcripcionalmente y es activado por la quinasa AMPK 

en respuesta a la privación de nutrientes 

� El eje AMPK-p53 es necesario en el FB para la supervivencia al 

hambreado y a dietas ricas en sacarosa  

� La actividad de p53 frente a la falta de nutrientes es necesaria para una 

correcta inactivación de TOR e inducción de autofagia a nivel sistémico  

� La actividad de p53 en el FB reprime la expresión de Upd2/Leptina, la 

cual controla de forma remota la secreción de dILP2 desde las IPCs 

� La represión de Upd2 en el FB por p53 es necesaria para una correcta 

regulación de la secreción de dILP2 frente a la falta de nutrientes  

� La rápida regulación de los niveles circulantes de dILP2 por p53 en el 

FB son necesarios para la supervivencia al hambreado 

� p53 en el FB regula el uso eficiente de reservas de glucógeno de forma 

independiente a su rol en la señalización de insulina  

� p53 es necesario en el FB para el uso eficiente de glucógeno frente a la 

privación de nutrientes mientras que AMPK es necesario para su 

movilización 

� Autofagia en el FB no es necesario para el uso eficiente de reservas de 

glucógeno ni tampoco su movilización frente a periodos de hambreado 

� La actividad de p53 es necesaria en el FB para una correcta regulación 

a nivel transcripcional de múltiples procesos biológicos de respuesta al 

hambreado 

� La actividad de p53 es necesaria en respuesta al hambreado para la 

inhibición directa de un gran porcentaje de las proteínas ribosomales 

presentes en Drosophila 

� p53 en el FB regula el uso eficiente de reservas de glucógeno de forma 

independiente a su rol en la regulación de la traducción y de la 

biogénesis de ribosomas 

� El gen CG4025 se induce en respuesta a la falta de nutrientes pero su 

inducción es independiente de p53 

� El gen CG4025 no es necesario para la inducción de apoptosis en el ojo 

de Drosophila 
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Tabla detallando el número de individuos (n), valores de p de acuerdo a tests Mantel-Cox, mediana y máximos de valores de 

supervivencia (h) correspondiendo a los diferentes genotipos de todos los experimentos presentados de supervivencia a tratamientos de 

hambreado. 
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n 

Supervi
vencia 
media 

Superviv
encia 

máxima 
Mantel-Cox Test 

    

M
ac

ho
s 

ad
ul

to
s 

Figure 1A       cg>w1118 
cg>p53H159.

N cg>p53i 
  

  

cg>w1118 100 49h  67h - - - 
  

  

cg>p53H159.N 98 37h 49h <0.0001 - - 
  

  
cg>p53i 99 33h 49h <0.0001 0.0002 - 

  
  

M
ac

ho
s 

ad
ul

to
s Figure 2G (CQ)       cg>w1118 cg>p53H159.

N 
Tratado 
cg>w1118 

Tratado 
cg>p53H159.N     

cg>w1118 97 64h 80h - - - - 
 

  

cg>p53H159.N 50 44h 56h <0.0001 - - - 
 

  

Tratado cg>w1118 90 44h 56h <0.0001 0.3971 - - 
 

  

Tratado cg>p53H159.N 103 38h 64h <0.0001 0.0123 0.117 - 
 

  

M
ac

ho
s 

ad
ul

to
s 

Figure 2I (Rapamicina)           cg>w1118 cg>p53H159.

N 
Tratado 
cg>w1118 

Tratado 
cg>p53H159.N     

cg>w1118 171 43h  55h - - - - 
 

  

Tratado cg>w1118 193 55h 71h <0.0001 - - - 
 

  

Tratado cg>p53H159.N 198 49h  61h <0.0001 <0.0001 - - 
 

  

M
ac

ho
s 

ad
ul

to
s 

Figure 4F and 7D       cg>w1118 cg>p53H159.

N cg>Impl2 cg>Impl2, 
p53H159.N cg>AMPKi cg>AMPKi, 

p53H159.N 

cg>w1118 99 48h 60h - - - - - - 

cg>p53H159.N 70 36h 48h <0.0001 - - - - - 
cg>Impl2 99 54h 66h <0.0001 <0.0001 - - - - 

cg>Impl2, p53H159.N 99 60h 66h <0.0001 <0.0001 0.044 - - - 
cg>AMPKi 65 30h  48h <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 - - 

cg>AMPKi, p53H159.N 40 36h 48h <0.0001 0.2678 <0.0001 <0.0001 0.701 - 

H
em

br
as

 
ad

ul
ta

s 

Figure 6E       cg>w1118 cg>p53H159.

N  cg>Upd2i cg>Upd2i, 
p53H159.N     

cg>w1118 104 40h 60h - - - - 
 

  

cg>p53H159.N 76 34h 52h <0.0001 - - - 
 

  
 cg>Upd2i 99 40h 52h 0.4608 <0.0001 - - 

 
  



 

158 
 

 

cg>Upd2i, p53H159.N 98 40h 52h 0.4681 <0.0001 <0.0001 - 
 

  

H
em

br
as

 
ad

ul
ta

s 
Figure 6F       

VGAT>Do
mei 

VGAT>, 
p535a14 

VGAT>Do
mei, p535a14       

VGAT>Domei 101 58h 82h - - - 
  

  

VGAT>, p535a14 100 38h 70h <0.0001 - - 
  

  

VGAT>Domei, p535a14 70 50h 70h 0.0005 <0.0001 -       

H
em

br
as

 a
du

lta
s 

Figure S1E 
      

w1118 
UAS-

p53H159.N/w1

118 

UAS-
p53i/w1118        

w1118 102 44h 56h - - - 
  

  

UAS-p53H159.N/w1118 75 44h 50h 0.5424 - - 
  

  

UAS-p53i/w1118  98 50h 60h 0.2083 0.1139 -       

M
ac

ho
s 

ad
ul

to
s Figure S2K       cg>w1118 

cg>p53H159.

N  cg>Atg1i 
cg>Atg1i, 
p53H159.N 

 
  

cg>w1118 100 49h 67h - - - - 
 

  

cg>p53H159.N 98 37h 49h <0.0001 - - - 
 

  
 cg>Atg1i 100 33h 55h <0.0001 <0.0001 - - 

 
  

cg>Atg1i, p53H159.N 100 33h 44h <0.0001 <0.0001 0.0046 -     

M
ac

ho
s 

ad
ul

to
s Figure S4F       

dilp2>w111

8 
dilp2>p53H1

59.N         

dilp2>w1118 97 52h 88h - - 
   

  

dilp2>p53H159.N 104 52h 83h 0.4205 -         


