FACULTAD
DE

CIENCIAS EXACTAS
Y NATURALES

Universidad de Buenos Aires

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Licenciatura en Ciencias Biolégicas

Funcidn del acido lactico en la activacion de la autofagia

en Drosophila melanogaster

Agustina Borrat
——
Director de Tesis: Dr. Pablo Wappner /L
Lugar de trabajo: Laboratorio de Genética y Fisiologia Molecular

Fundacién Instituto Leloir

Instituto de Investigaciones Bioquimicas de Buenos Aires

Ciudad Auténoma de Buenos Aires, octubre 2024



Resumen

La autofagia es un proceso catabdlico, altamente conservado en organismos eucariotas, en el cual se
degradan componentes citoplasmaticos. Se trata de un proceso fundamental en la biologia celular y del
desarrollo, y es requerida para mantener la homeostasis celular. Hemos demostrado en el laboratorio
que, en Drosophila melanogaster, la autofagia se induce como parte de la respuesta adaptativa a
hipoxia, y que es necesaria para la supervivencia de las larvas a condiciones de baja disponibilidad de
oxigeno. En este contexto, hemos investigado el rol del lactato en la activaciéon de la autofagia en
Drosophila. Resultados previos de nuestro laboratorio indican que la sobreexpresion de la Lactato
Deshidrogenasa (LDH) bajo el control del inductor ppl-Gal4 induce fuertemente la autofagia en el
cuerpo graso y el intestino de larvas de 3°" estadio. Sin embargo, la sobreexpresion de LDH con
inductores de mayor fuerza y especificidad por el cuerpo graso no logré gatillar la autofagia. Restaba
establecer cudl es el tejido en el que la sobreexpresiéon de LDH mediada por ppl-Gal4 induce la
autofagia a distancia en diversos tejidos larvales. En esta Tesis encontramos que la sobreexpresion de
LDH en las células traqueales (del sistema respiratorio) de las larvas induce la autofagia en el cuerpo
graso, sugiriendo que estas células liberan una sefial que actiia a distancia sobre el cuerpo graso.
Observamos, ademas, que la autofagia no se induce en el sistema digestivo tras sobreexpresar LDH en
las traqueas, lo cual sugiere que hay otros organos involucrados en la respuesta observada
previamente. Por otro lado, detectamos que tras la sobreexpresion de LDH en las traqueas se produce
una fuerte acumulaciéon de Atg8 en un grupo especifico de células del cerebro larval. Analisis por
gRT-PCR revelaron que dicho aumento no estaria regulado a nivel transcripcional. Estos resultados
sugieren que la sefial generada en las traqueas tras la acumulacion de lactato dispara la autofagia en
otros 6rganos, aportando nueva informacién sobre los mecanismos de comunicacién entre tejidos en
Drosophila. Los resultados de esta Tesis contribuyen a la comprension de los mecanismos de
sefalizacion que regulan la autofagia, aportando nueva informacién sobre cdmo la acumulacién de

lactato puede inducir procesos cataboélicos esenciales en Drosophila melanogaster.



Role of lactic acid in the activation of autophagy in
Drosophila melanogaster

Abstract

Autophagy is a catabolic process, highly conserved in eukaryotic organisms, in which cytoplasmic
components are self-degraded. Autophagy is a fundamental process in cell and developmental biology,
required to maintain cellular homeostasis. We have previously found in our laboratory that in
Drosophila melanogaster autophagy is induced as part of the adaptive response to hypoxia, and it is
necessary for the survival of larvae under low oxygen conditions. In this context, we investigated the
role of lactate in the activation of autophagy in Drosophila. We found that overexpression of Lactate
Dehydrogenase (LDH) under the control of the ppl-Gal4 driver strongly induces autophagy in the fat
body and gut of 3™ instar larvae. However, overexpression of LDH with stronger fat body-specific
drivers does not trigger autophagy in those tissues. Thus, it was necessary to define in what tissue did
ppl-Gal4 dependent expression of LDH provoke induction of autophagy in other larval tissues. In this
Thesis, we found that overexpression of LDH in larval tracheal cells induces autophagy in the fat body,
suggesting that these cells release a signal that acts remotely on this tissue. Additionally, we observed
that upon overexpression of LDH in the tracheae, autophagy was not induced in the larval gut,
suggesting that other organs are involved in the response previously observed upon ppl-Gal4-driven
expression of LDH. Furthermore, following expression of LDH in the tracheae, we detected strong
accumulation of Atg8 in a specific group of cells of the larval brain. qRT-PCR analysis revealed that this
accumulation of Atg8 is not transcriptionally regulated. These results suggest that upon lactate
accumulation in the tracheal cells, a diffusible signal is released to the hemolymph, triggering
autophagy in the fat body. The results of this Thesis contribute to the understanding of signaling
mechanisms that regulate autophagy, providing new insights on how lactate accumulation can induce

essential catabolic processes in Drosophila melanogaster.
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1. Introduccién

1.1. Metabolismo energético y Efecto Warburg

Los seres vivos requieren del flujo constante de energia para llevar a cabo los procesos que constituyen
su metabolismo. La mayoria de las células, en condiciones fisioldgicas, dependen del catabolismo de
hidratos de carbono como fuente principal de energia. Esta rama del metabolismo se compone de una
serie de procesos acoplados y finamente regulados (Figura 1). Por un lado, en el proceso de glucélisis,
la glucosa es oxidada parcialmente a piruvato, el cual, en la mitocondria, ingresa al ciclo de Krebs o
ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) como acetil-CoA, donde es oxidado totalmente generando
dioxido de carbono (CO,) (Voet etal., 2016). De forma complementaria a las reacciones de oxidacién,
se da la reduccion de cofactores como el NAD o el FAD, los cuales ceden electrones a los complejos
proteicos que componen la cadena mitocondrial de transporte de electrones, donde el aceptor final de
electrones es el oxigeno (0,). Ademas, el gradiente electroquimico de H* generado provee la fuerza
motriz para la sintesis de ATP, mediada por ATPasas (Voet et al., 2016). La sintesis de ATP mitocondrial
producida en este contexto enzimatico se denomina fosforilacion oxidativa (OXPHOS).

Como se mencioné, el O, es requerido para la oxidacién de glucosa acoplada a la sintesis mitocondrial
de ATP. No obstante, algunos tipos celulares, tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas, son
capaces de reprogramar su metabolismo energético frente a la baja disponibilidad de O, (hipoxia),
adoptando un perfil metabdlico altamente glucolitico. En este contexto, el ATP se sintetiza a merced de
la oxidacién parcial de glucosa durante la glucélisis, generando lactato (Figura 1). Este fenémeno,
descripto inicialmente en células tumorales, se denomina “efecto Warburg” en honor a su descubridor,
Otto Warburg, quien en base a estas observaciones construyé una teoria metabdlico-céntrica del
origen del cancer en la primera mitad del siglo XX (Warburg, 1956). El efecto Warburg ha inspirado
recientemente un interés renovado por el metabolismo entre los bidlogos celulares. La idea de que la
adopcidn de un perfil glucolitico podria ser una caracteristica de las células en condiciones fisiol6gicas
determinadas, y no meramente una caracteristica maligna de las células transformadas, ha comenzado
a ser discutida por bidlogos dedicados a disciplinas no necesariamente vinculadas al cancer

(Agathocleous et al,, 2012; Agathocleous & Harris, 2013; DeBerardinis et al., 2008).
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Figura 1. Cambios en el metabolismo energético en el contexto del efecto Warburg. Se esquematizan las
reacciones principales del metabolismo energético celular, en condiciones “normales”, de metabolismo basal, y en
condiciones en las que se produce el efecto Warburg. En condiciones basales, la glucosa se oxida de forma
completa, consumiéndose O, en el proceso de fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Frente a la hipoxia, las células
pueden adoptar un metabolismo altamente glucolitico, en el que se desacopla la glucdlisis del ciclo de Krebs y de
la cadena de transporte de electrones mitocondrial.

1.2. La autofagia
1.2.1. Generalidades

La autofagia es un proceso catabdlico de autodigestion celular altamente conservado en células
eucariotas, en el que diversos componentes citoplasmaticos son degradados en el lisosoma. La
principal funcién de la autofagia es la eliminacién de organelas dafiadas y agregados proteicos, como
asi también el reciclado de macromoléculas para alimentar el anabolismo celular. Por otro lado, se sabe
que la autofagia interviene en mecanismos de defensa contra patégenos, como asi también en procesos
de desarrollo y diferenciacién celular, aunque los mecanismos por los que la autofagia los controla no
son del todo conocidos (Hale et al., 2013; Yin et al., 2016). Si bien la autofagia esta siempre activa en
niveles basales, se induce fuertemente en respuesta a estimulos que incluyen el ayuno, el estrés
oxidativo y la hipoxia (Hale et al., 2013).

Se ha reportado que defectos en el proceso de autofagia estan estrechamente vinculados con el origen
y desarrollo de diversas patologias humanas (Deretic et al., 2013; Kimmelman & White, 2017; Menzies
etal,, 2015), lo cual demuestra la importancia del proceso para el mantenimiento de la homeostasis

tanto a nivel celular como a nivel sistémico.


https://www.zotero.org/google-docs/?snGgxA
https://www.zotero.org/google-docs/?9wxLD2
https://www.zotero.org/google-docs/?F6gXPU
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Se distinguen tres tipos particulares de autofagia: la macroautofagia, la microautofagia, y la autofagia
mediada por chaperonas (chaperone-mediated autophagy, CMA). En el proceso de macroautofagia,
componentes del citoplasma son secuestrados en organelas de doble membrana, los autofagosomas,
los cuales se fusionan luego con lisosomas para la degradacién de su contenido por parte de las
hidrolasas acidas lisosomales (Noda & Inagaki, 2015). Por otro lado, la microautofagia involucra la
captacion de componentes celulares por medio de la invaginacién directa de la membrana de los
endolisosomas, mientras que en la CMA, la actividad de chaperonas permite la entrada directa de
proteinas a ser degradadas directamente al interior del lisosoma (Tekirdag & Cuervo, 2018).
Asimismo, tanto la macroautofagia como la microautofagia pueden poseer cierta selectividad, captando
componentes por medio de receptores especificos; o bien pueden ser no selectivas, degradando
material en masa de forma totalmente inespecifica (Gatica et al., 2018; Lei et al., 2022; Mukherjee et al.,
2016). En cambio, la CMA es un proceso de degradacién tnicamente selectivo, pero este proceso no
ocurre en Drosophila (Chiang & Dice, 1988; Tekirdag & Cuervo, 2018). Esta Tesis esta vinculada
particularmente con el proceso de macroautofagia, al cual nos referiremos simplemente como

“autofagia”.

1.2.2. El proceso de autofagia en Drosophila melanogaster

Como se menciond, los distintos componentes involucrados en el proceso de autofagia se encuentran
altamente conservados en células eucariotas. Estos genes, identificados inicialmente en levaduras, se
denominan genes ATG (autophagy-related genes) y se agrupan en tres complejos: 1) complejo de
iniciacion, 2) complejo de nucleacion, y 3) complejo de elongaciéon (Chang & Neufeld, 2010; Yin et al,,
2016).

El complejo de iniciacion esta conformado por la serina/treonina quinasa Atgl (ULK1-2 en
mamiferos), Atgl7 (FIP200 en mamiferos) y Atgl3 (Chang & Neufeld, 2010), ademas de un nimero
variable de proteinas accesorias. En condiciones basales, Atgl es parcialmente inhibida por
fosforilacion mediada por el complejo TORC1. En condiciones de restriccion nutricional, TORC1 reduce
su actividad, por lo cual la actividad de Atgl se incrementa. Atgl a su vez fosforila a Atgl3 y Atgl7
activando asi el complejo de iniciacion (Figura 2), el cual, como consecuencia puede fosforilar y activar
al complejo de nucleacién (Chang & Neufeld, 2010).

El complejo de nucleacién se compone de la fosfatidilinositol 3 quinasa de clase 3 Vps34 y las proteinas
Vps15 (PI3KR4/p150 en mamiferos), Atg6 (Beclina-1 en mamiferos) y Atgl4 (Anding & Baehrecke,
2015; Juhasz etal, 2008). El complejo de nucleacién es reclutado y activado por el complejo de
iniciacién. Al activarse el complejo de nucleacion, Vps34 fosforila el fosfatidilinositol (PI) para dar
fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P). El dominio de membrana del reticulo endoplasmatico marcado con
PI3P determina el sitio de formaciéon del fagéforo o membrana de aislamiento (Nascimbeni et al,,

2017), el cual se expande luego por accién del complejo de elongacion (Figura 2).


https://www.zotero.org/google-docs/?LOmF3d
https://www.zotero.org/google-docs/?92lInj
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https://www.zotero.org/google-docs/?jkc8Pb
https://www.zotero.org/google-docs/?phSR8c
https://www.zotero.org/google-docs/?3G20I9
https://www.zotero.org/google-docs/?3G20I9
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https://www.zotero.org/google-docs/?F94sUI

El complejo de elongacion incluye a Atg8 (LC3 en mamiferos), Atg5, Atg7, Atgl2, Atg10, Atgl6, Atg3y
Atg4 (Figura 2) (Chang & Neufeld, 2010). Este complejo actia por mecanismos similares a los sistemas
de conjugacion de ubiquitina (Geng & Klionsky, 2008). Las ligasas Atg7 y Atg10 median la conjugacién
de Atgl2 a Atg5, formando un complejo que, a su vez, interactia con Atglé (Kuma etal, 2002;
Mizushima et al., 1998; Walczak & Martens, 2013). Por otro lado, Atg8, tras ser clivada en su extremo
C-terminal por la proteasa Atg4, es reconocida por Atg7 y Atg3, y conjugada a fosfatidiletanolamina
(PE) mediante la accién del complejo Atg12-Atg5 (Geng & Klionsky, 2008; Wesselborg & Stork, 2015).
Este complejo, junto a Atgl6, es reclutado al sitio de biogénesis del autofagosoma, en el cual Atg8-PE es
incorporada ala membrana del fag6foro en expansién (Figura 2) (Wesselborg & Stork, 2015).

Con la expansion del fagoforo y la consecuente formacion del autofagosoma, el material a degradar
queda encerrado dentro del mismo, y es posteriormente degradado tras la fusién de esta organela con
el lisosoma. Este proceso de fusiéon da lugar a una nueva estructura, el autolisosoma, donde las
hidrolasas acidas lisosomales degradan el contenido citoplasmatico y la membrana interna del
autofagosoma, lo que determina que el autolisosoma quede delimitado por una simple membrana

(Figura 2) (Hale et al., 2013; Tsuboyama et al.,, 2016).
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Figura 2. Mecanismos moleculares involucrados en el proceso de autofagia en Drosophila. El complejo de
iniciaciéon (Atgl-Atgl3-Atgl7) es regulado negativamente por la actividad de TORC1. El sitio de formacién del
fagéforo es definido por la ubicacién del complejo de nucleacion (Atg6-Vps34-Atgl4-Vps15). El complejo
Atg5-Atg12 se forma por accion de Atg7 y Atg10, reclutadas al fag6foro por Atgl6. En conjunto, Atg5-Atgl2-Atgl6é
median la incorporacién de Atg8-PE a la membrana del fagéforo. Tras elongarse y cerrarse el fagoforo, se forma
el autofagosoma, el cual dard lugar al autolisosoma tras su fusién con el lisosoma. En el autolisosoma se degradan
componentes celulares de distinta naturaleza para alimentar el anabolismo de la célula. R.E.: reticulo
endoplasmatico.
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1.2.3. Regulacién de la autofagia

La regulacion de la autofagia se da principalmente por medio de la sefializacién de mTORC1 y AMPK,
vias fundamentales en el mantenimiento de la homeostasis celular y el balance entre procesos
anabolicos y catabolicos (Figura 3) (Rabanal-Ruiz et al., 2017).

El complejo mTORC1 integra informaciéon de la disponibilidad de nutrientes y energia, como asi
también la de multiples vias de transducciéon de sefiales, coordinando el metabolismo celular. En
presencia de nutrientes, energia (ATP) y factores de crecimiento, mTORC1 inhibe la autofagia (Kim
etal, 2011; Puente etal, 2016; Yuan etal, 2013) y promueve la sintesis de lipidos, proteinas y
nucleétidos. Por otro lado, mTORC1 inhibe la autofagia a nivel transcripcional por medio del bloqueo
de la actividad del factor de transcripciéon TFEB, que media la induccién transcripcional de genes
lisosomales y autofagicos (Settembre et al., 2012).

La quinasa AMPK, por su parte, sensa el estado energético de la célula, activandose cuando la relacion
AMP/ATP aumenta frente a la deprivacién de glucosa o la disminucién de la fosforilacién oxidativa
(Mihaylova & Shaw, 2011). En su estado activo, AMPK estimula la autofagia, regulando negativamente a
mTORC1 por fosforilacién (y activaciéon) de su inhibidor TSC1/2, como asi también mediante la
fosforilacién inhibitoria de la proteina Raptor que forma parte del complejo mTORC1 (Gwinn et al,,
2008; Inoki etal, 2003). A su vez, AMPK puede inducir la autofagia, fosforilando directamente
componentes del complejo de iniciacion (Kim etal., 2011). Ademas, AMPK activa la autofagia a nivel
transcripcional, al fosforilar al factor de transcripcién FOX03, promoviendo asi la transcripciéon de
Atg4, Atgl2, Beclina-1, LC3, y ULK1 (Greer etal., 2007; Lei etal,, 2022; Tamargo-Gémez & Marifio,
2018).

| 1 —
Factores de
1 AMP/ATP AMPK 1sc1/2 |—1  mTORC1 crecimiento
J_ Aminoacidos
FOX03 TFEB
Autofagia | |

Figura 3. Regulacién de la autofagia por las vias de sefializacién de mTORC1 y AMPK. Se esquematizan los puntos
principales de regulacién de la autofagia por AMPK, la cual activa la autofagia en condiciones de falta de energia,
y por el complejo mTORC1, el cual inhibe la actividad autofagica.
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1.2.4. La autofagia en la adaptacién a hipoxia

La hipoxia constituye una condicién adversa para la célula, en la que se inhibe la fosforilacion oxidativa
mitocondrial y se compromete la produccién energética, a la vez que aumenta la generaciéon de
especies reactivas de oxigeno mitocondriales (Luo etal, 2022). Frente a hipoxia, los organismos
responden de forma adaptativa, modificando tanto su metabolismo celular como otros procesos que
tienen como fin reducir el consumo de oxigeno y favorecer su captacién y transporte (Centanin et al,,
2010; Kaelin & Ratcliffe, 2008; Romero et al., 2007). El regulador clave de la respuesta a hipoxia es el
factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF), un heterodimero formado por una subunidad §3, de
expresion constitutiva, y una subunidad a, la cual se degrada en presencia de 0, (Bruick, 2003; Gorr
etal, 2006; Huang etal, 1998; Jiang etal., 1996; Wang etal.,, 1995; Wang & Semenza, 1995). En
normoxia, HIFa es hidroxilada por una prolil-4-hidroxilasa (PHD), la cual utiliza al O, como co-sustrato
de reaccion, y en consecuencia es poliubiquitinada y degradada en el proteasoma de 26S (Ivan et al,,
2001; Jaakkola etal., 2001; Masson etal, 2001). En hipoxia, la actividad catalitica de la PHD se ve
reducida, HIFa se estabiliza, y el heterodimero HIFa/f3 puede translocar al ntcleo, regulando la
expresion de multiples genes involucrados en la adaptacién a hipoxia (Bruick & McKnight, 2001;
Lavista-Llanos et al,, 2002; Schofield & Ratcliffe, 2004).

En hipoxia, asi como también en otras condiciones altamente glucoliticas como el cancer, en las cuales
tiene lugar el efecto Warbug, aumenta la actividad de la Lactato Deshidrogenasa (LDH), la cual cataliza
la conversion de piruvato a lactato (Figura 1) (Fan etal, 2011; Hong et al., 2004; Luo et al.,, 2022). En
particular, se sabe que LDH es inducida transcripcionalmente por HIF1a (Firth et al., 1995; Kocianova
etal, 2022a; Miao etal, 2013). Concomitantemente, en nuestro laboratorio, en experimentos con
organos larvales de Drosophila ex-vivo, hemos observado que, tras unos pocos segundos de exposicion
a hipoxia, estos 6rganos experimentan una fuerte transicién metabdlica y comienzan a producir lactato
(Gandara et al., 2019).

Nosotros y otros grupos hemos demostrado que la autofagia se induce por hipoxia, tanto en Drosophila
como en otros organismos modelo (Bellot etal,, 2009; Chen etal.,, 2015; Valko et al,, 2022). Hemos
encontrado en el laboratorio que en Drosophila, 1a inducciéon de la autofagia es esencial para la
adaptacion y supervivencia de las larvas a hipoxia, y demostrado que la autofagia se activa de manera
independiente de sima/HIFla (Valko etal, 2022). En resumen, es evidente la interrelaciéon entre la
hipoxia y la acumulacién de lactato producto del efecto Warburg, y la induccién de la autofagia por
hipoxia. Cabe preguntarse, entonces, si el lactato en si mismo puede ser un factor regulador de la
respuesta autofigica, como parte de la adaptacién metabdlica a hipoxia. En este sentido, se ha
reportado en células de mamiferos, un mecanismo de regulaciéon de la autofagia por lactato. En este
mecanismo, la Lactato Deshidrogenasa A (LDHA) es fosforilada por ULK1/Atg1, lo cual incrementa su
actividad catalitica, estimulando la produccién de lactato. El lactato, a su vez, media la lactoilacién de la

quinasa Vps34, incrementando su actividad y estimulando la autofagia (Jia et al., 2023).
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1.3. Drosophila melanogaster como modelo de estudio

En nuestro laboratorio, utilizamos como organismo modelo a la mosca de la fruta, Drosophila
melanogaster. Este insecto es utilizado hace mas de un siglo en investigacion cientifica en el campo de
la genética, la biologia del desarrollo, las neurociencias, la biologia celular y la fisiologia, entre otros.
Drosophila presenta multiples ventajas para el trabajo experimental; en primer lugar, una gran
proporciéon de los genes humanos, incluso aquellos vinculados a enfermedades genéticas, tienen
ortdlogos en Drosophila (Reiter etal, 2001). Ademadas, Drosophila posee un genoma simple,
conformado sélo por cuatro pares cromos6micos, en el cual la mayoria de los genes son de copia Unica,
reduciendo problemas de redundancia funcional en estudios con mutantes. Existen en Drosophila
numerosas herramientas genéticas disponibles para la manipulacién de genes particulares, las cuales
hacen de ella un modelo Unico para estudios in vivo. A su vez, numerosas cepas se encuentran
disponibles en repositorios que contienen colecciones de acceso libre para la comunidad. Por otro lado,
Drosophila presenta un ciclo de vida corto y una alta fertilidad, lo que permite obtener una gran
cantidad de individuos en poco tiempo (Greenspan, 2004). Asimismo, su tamafio reducido y sus bajos
requerimientos nutricionales hacen de Drosophila un animal que puede ser mantenido en poco
espacio y a bajo costo.

El ciclo de vida de Drosophila melanogaster, desde el inicio de su desarrollo hasta el estadio adulto,
tiene una extension de 12 dias a 252C en condiciones 6ptimas de alimentacidon (Greenspan, 2004).
Posee un desarrollo holometibolo que comprende cuatro fases morfoldgica y fisiolégicamente
distintas (Figura 4) (Fernandez-Moreno et al., 2007). Tras la c6pula, las hembras depositan los huevos
y se inicia la embriogénesis. Del huevo emergen las larvas de 1° estadio, las cuales empiezan a
alimentarse y a ganar masa corporal. Las larvas atraviesan luego dos estadios mas entre los cuales
mudan la cuticula para poder incrementar su tamafo corporal. Unos 5 dias después de la ovipuesta, las
larvas, ya en su 3 estadio, abandonan el alimento y buscan un sustrato sobre el cual formar el pupario
(Fernandez-Moreno et al., 2007). Dentro del pupario transcurre el estadio de pupa (Figura 4), durante
el cual ocurre la metamorfosis, en la cual los tejidos larvales se disgregan casi totalmente y los 6rganos
del adulto se forman de novo. Transcurridos 4 o 5 dias de estadio pupal y de adulto farado, los adultos
emergen del pupario (Figura 4). Los adultos alcanzan la madurez sexual unas 8 horas después de

emerger, y tienen una expectativa de vida de unos 50 dias (Chyb & Gompel, 2013).
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Figura 4. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. Se esquematizan las diferentes etapas del ciclo de vida de
Drosophila y la duracién de las mismas a 25°C. Transcurrido un dia desde la ovipuesta, el embrién pasa al primer
estadio larval, seguido del segundo y tercer estadio larval, los cuales duran uno y dos dias, respectivamente. La
larva de tercer estadio dara lugar a la pupa, etapa durante la cual tiene lugar el proceso de metamorfosis (5 dias).
Finalmente, el adulto emerge del pupario, completandose el ciclo de vida.

Drosophila es un organismo modelo muy utilizado en estudios sobre el proceso de autofagia. El cuerpo
graso de la larva de tercer estadio, el cual es andlogo al higado y al tejido adiposo de los mamiferos, es
utilizado frecuentemente en dichos estudios (Hegediis etal., 2016; Jacomin et al., 2020; Juhasz et al,,
2008; Low etal, 2013). El cuerpo graso es el principal reservorio de lipidos y glucégeno del
organismo, y es capaz de responder rapidamente a la restriccién nutricional liberando lipidos,
carbohidratos y aminoacidos a la hemolinfa (Arrese & Soulages, 2010). En este trabajo de Tesis
realizamos disecciones de distintos tejidos larvales, esquematizados en la Figura 5. En particular,
trabajamos con el cuerpo graso, el sistema digestivo y el cerebro. Por otro lado, indujimos la expresion

genética especificamente en el sistema traqueal.
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Figura 5. Anatom{a de la larva de tercer estadio de Drosophila melanogaster. Se esquematizan en la larva los
diferentes 6rganos a los que hacemos referencia en este trabajo de Tesis. Se sefialan los ganchos mandibulares, el
cerebro, el cuerpo graso (tejido adiposo, marrén, A) y regiones del sistema traqueal (sistema respiratorio, verde,
B) y del sistema digestivo (azul, C).

1.4. Resultados previos del laboratorio que sentaron las bases de esta Tesis

Resultados previos de nuestro laboratorio (parte de la Tesis doctoral de Sebastian Perez Pandolfo,
(Perez Pandolfo, 2023)) indican que tras sobreexpresar LDH en una linea de moscas transgénicas bajo
el control del inductor ppl-Gal4, se induce fuertemente la autofagia en diversos tejidos de la larva de 3°
estadio de Drosophila, los cuales incluyen el cuerpo graso, el intestino y los musculos (Figura 6). El
inductor ppl-Gal4 esta descripto en la literatura como un inductor especifico del cuerpo graso. Sin
embargo, el Dr. Perez Pandolfo encontré que ppl-Gal4 confiere induccion en otros tejidos ademas del
cuerpo graso, que incluyen el cerebro, el proventriculo, el intestino medio, los discos imaginales, las
glandulas salivales y las traqueas (Perez Pandolfo, 2023). La sobreexpresion de LDH, pero esta vez
utilizando los inductores Ipp-Gal4 o cg-Gal4, ambos con mayor fuerza de expresion que ppl-Gal4 y alta
especificidad por el cuerpo graso, no provocan induccidn alguna de la autofagia (Figura 7). El Dr. Pérez
Pandolfo encontré que ppl-Gal4 confiere expresion, no sélo en el cuerpo graso, sino ademas en
diversos tejidos larvales, lo cual no habia sido reportado previamente. Por lo tanto, los resultados de
Sebastian sugieren que hay al menos un tejido larval en el cual la sobreexpresion de LDH provoca la

induccién sistémica de la autofagia, y que dicha induccién no es causada por el lactato actuando
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directamente sobre el cuerpo graso. El Dr. Sebastian Perez Pandolfo observo, durante su Tesis doctoral,
que la sobreexpresion de LDH en el intestino, musculos, glandula salival o el cerebro de larvas de tercer
estadio no gatilla la autofagia en el cuerpo graso (Figura 8), lo que nos permitié descartar a estos
6rganos como los disparadores de la autofagia en respuesta a lactato. En el presente trabajo de Tesis de
Licenciatura hemos logrado identificar el tejido en el cual la acumulacién de lactato dispara la
respuesta autofagica de manera remota en el cuerpo graso: el sistema traqueal (sistema respiratorio)

(ver seccion 4. Resultados).
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Figura 6. La sobreexpresién de LDH con el inductor pp}FGal4 induce la autofagia en distintos tejidos larvales. Tras
sobreexpresar LDH con este inductor, se observa un aumento de la nucleacién del reportero de autofagia
3XmCherry-ATG8 (3mCh-ATG8) en el cuerpo graso, intestino y musculos de larvas de tercer estadio, medida
como cantidad de foci por 100um? de tejido. N= 4-16. Barras de escala: 20um. Prueba t de Student desapareado a
dos colas. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001. Las imagenes y cuantificaciones son parte de la
Tesis doctoral de Sebastian Perez Pandolfo.
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Figura 7. La sobreexpresién de LDH en el cuerpo graso con otros inductores no induce la autofagia. Tras
sobreexpresar LDH con los inductores Ipp-Gal4 o cg-Gal4, de mayor fuerza y especificidad por el cuerpo graso, no

se observa nucleaciéon de 3mCh-ATG8. Barras de escala: 20pum. Las imagenes son parte de la Tesis doctoral de
Sebastian Perez Pandolfo.
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Figura 8. La sobreexpresién de LDH en distintos 6rganos larvales no induce la autofagia en el cuerpo graso. En
experimentos llevados a cabo por el Dr. Sebastian Perez Pandolfo en su Tesis doctoral, no se observé un aumento
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de la nucleaciéon del reportero 3mCh-ATG8 en el cuerpo graso tras sobreexpresar LDH en el intestino, musculos,
glandula salival o cerebro de larvas de tercer estadio. Esto nos indica que el lactato en estos tejidos no dispara la
respuesta autofagica observada previamente con el inductor ppl-Gal4. Se utilizé6 como control negativo a larvas
UAS-mCD8-GFP alimentadas con medio de crecimiento enriquecido (Ctrl Alimentado) y como control positivo, a
larvas sometidas a ayuno por 6 horas (Ctrl Ayuno). En cada caso, se cuantificé la cantidad de foci de 3mCh-ATG8
por 100um? N= 4-8. Barras de escala: 20um. Prueba t de Student desapareado a dos colas. *: p<0,05; ***:
p<0,001. Las imagenes y cuantificaciones son parte de la Tesis doctoral de Sebastidn Perez Pandolfo.
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2. Hipétesis y Objetivos

2.1. Hipétesis

Habiéndose observado en nuestro laboratorio que la sobreexpresiéon de la Lactato Deshidrogenasa
(LDH) bajo el control del inductor ppl-Gal4 induce fuertemente la autofagia en diversos tejidos de la
larva de tercer estadio de Drosophila, y considerando que la sobreexpresion de LDH con inductores de
mayor fuerza y especificidad por el cuerpo graso no logra la induccion de la autofagia en esos tejidos,
en esta Tesis de Licenciatura hemos trabajado bajo la hipétesis de que existe uno o mas dérganos
larvales (donde ppl-Gal4 es activo) que, tras ser estimulados con acido lactico, liberan una sefial
difusible a través de la hemolinfa que activa el proceso de autofagia a distancia en otros 6rganos del

cuerpo.

2.2. Objetivo

El objetivo de este proyecto fue determinar si la acumulacién de acido lactico en las traqueas de la
larva de 3°" estadio de Drosophila melanogaster es capaz de activar el proceso de autofagia en otros

organos larvales, y caracterizar dicho proceso de autofagia.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Manipulacién de Drosophila melanogaster

3.1.1. Cria y mantenimiento de moscas

Los animales se mantuvieron en viales de plastico cilindricos de 50cm?, conteniendo aproximadamente
10ml de medio de crecimiento estandar. Este medio esta compuesto de harina de maiz, agar-agar,
levadura, sacarosa, y complementado con Nipagin (antimicético) y acido propidnico (ver 3.7.3
Reactivos y soluciones). Los viales se mantuvieron tapados con algodén con el fin de permitir el
intercambio gaseoso.

Dependiendo del experimento, incubamos los viales a temperaturas de 18°C o 25°C. Temperaturas mas
bajas permiten mantener los cultivos por mas tiempo antes de que sea necesario repicar las moscas, es
decir, transferirlas a un vial nuevo. Por otro lado, temperaturas mas altas aceleran el desarrollo y
contribuyen a lograr mayores rendimientos en el nimero de individuos. La cantidad de moscas en el
cultivo puede aumentarse, también, utilizando botellas, las cuales tienen un volumen mayor al de los
viales (250cm?® vs. 50cm?), pero a diferencia de estos requieren ser cerrados con tapones de goma
porosa.

Las moscas fueron manipuladas bajo lupa estereoscépica, con el uso de un pincel fino y adormecidas
por exposicion a didxido de carbono. Para esto, se utilizaron bloques con cobertura porosa que permite

la difusién del gas de manera continua durante toda la manipulacién.

3.1.2. Genética de Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster es una especie que cuenta con cuatro pares de cromosomas. El cromosoma [
compone el par sexual, el cual difiere entre hembras y machos (XX y XY, respectivamente) (Greenspan,
2004). Por otro lado, los pares II, IIl y IV son autosémicos. En Drosophila se utilizan cromosomas
balanceadores, cromosomas manipulados genéticamente que contienen una serie de inversiones que
impiden la recombinacién homologa durante la meiosis de las hembras. Asi, durante la gametogénesis,
dos loci que se encuentren en un mismo cromosoma segregaran juntos y se encontraran siempre en la
misma gameta, garantizando que ambos estardn juntos en un mismo individuo de la progenie. Por otro
lado, los cromosomas balanceadores son letales en homocigosis, 1o que permite asegurar que todos los
individuos que los poseen sean heterocigotas para un dado transgen o mutacién de interés. De este
modo, los cromosomas balanceadores permiten mantener las lineas de interés a lo largo de las
generaciones (Greenspan, 2004). La identificacion de individuos que poseen cromosomas
balanceadores se realiza en base a marcadores fenotipicos dominantes que estos codifican, los cuales
pueden corresponder a rasgos morfoldgicos tanto larvales como adultos o a patrones de fluorescencia

observables en las larvas (Chyb & Gompel, 2013).
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En este trabajo de Tesis, utilizamos dos marcadores fenotipicos para identificar adultos que portan
cromosomas balanceadores luego de cada cruzamiento. Se utilizé el marcador de balanceadores del
cromosoma II, Cy’, mutacion del gen Curly, el cual provoca en los adultos que las alas se curven hacia
arriba (Figura 9A). Por otro lado, como marcador de balanceadores del cromosoma III se us6 Th,
mutacién del gen Tubby, que provoca en larvas y pupas una disminucién de la longitud corporal y un
ligero aumento del ancho (Figura 9B). Por otro lado, la identificacion de larvas que heredaron
Unicamente el gen de interés en un cruzamiento y no el cromosoma balanceador se llevéd a cabo
seleccionando las larvas que no expresaban la proteina fluorescente YFP ( Yellow Fluorescent Protein),
codificada en los cromosomas balanceadores utilizados, asi como también visualizando la diferencia de

longitud de las larvas Th' en el caso del cromosoma III (Chyb & Gompel, 2013).
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Figura 9: Ejemplo de cruzamiento experimental y seleccién en la generacién filial. Se esquematizan cruzamientos
entre hembras virgenes de lineas que contienen inductores Gal4 y cromosomas balanceadores y machos de
lineas UAS que permiten la expresion de un gen de interés. Hay dos genotipos posibles en la generacidn filial, sdlo
uno de los cuales es de nuestro interés, el cual ha recibido los elementos Gal4 y UAS. Los individuos que reciben
el balanceador en lugar del inductor son descartados. A) El cromosoma balanceador CyO (Curly of Oster), del
cromosoma II, contiene como marcador fenotipico a la mutacién Cy’, fAcilmente identificable en moscas adultas
por la curvatura hacia arriba de las alas. Las moscas seleccionadas en este caso expresaran la proteina
fluorescente GFP (Green Fluorescent Protein) bajo el control del inductor btl-Gal4. B) El cromosoma balanceador
TM6B (Third Multiple 6B), del cromosoma III, expresa como marcador a la mutacién Th’, la cual genera
individuos mas cortos y anchos facilmente identificables en los estadios larval y pupal. Las larvas seleccionadas
en este caso expresaran la Lactato Deshidrogenasa (LDH) bajo el control del inductor bs-Gal4.

3.1.3. Cruzamientos

Usualmente los experimentos requieren la presencia de dos o mdas construcciones transgénicas o
mutaciones en un mismo individuo. Cuando esto ocurre, es necesario realizar cruzamientos entre
lineas de moscas que contienen cada uno de los elementos a combinar, obteniendo finalmente una
generacion filial en la que se encuentran las caracteristicas deseadas.

El primer paso para realizar un cruzamiento entre dos cepas es separar machos de una de las cepas 'y

hembras virgenes de la otra. La identificacion de los sexos es posible gracias al marcado dimorfismo
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sexual que existe en Drosophila, donde el macho es de menor tamafio que la hembra, posee un
abdomen curvado ventralmente y de cuticula mas pigmentada posteriormente, como asi también un
aparato reproductor de color mas oscuro que el de las hembras (Figura 10A) (Chyb & Gompel, 2013).
Las moscas alcanzan la madurez sexual 8 horas luego de emerger del pupario, horas durante las cuales
es posible reconocer y aislar a las hembras virgenes por la observacion del meconio, el cual se presenta
como una mancha de color oscuro en la zona ventral-lateral del abdomen que se mantiene alrededor
de 6 horas hasta su desaparicion (Figura 10B) (Chyb & Gompel, 2013).

En nuestros experimentos, realizamos cruzamientos entre 30 hembras virgenes y 15 machos,
aproximadamente. Para estimular la cépula, mantuvimos a los animales en viales a los cuales
agregamos unos pocos granos de levadura en polvo sobre el medio de crecimiento e incubamos a 25°C
durante 48 horas. Tras este periodo, transferimos las moscas a vasos plasticos de 200cm?, los cuales
tienen pequenos orificios que permiten el intercambio gaseoso. Los vasos se cubrieron con placas de
agar (“placas de ovipuesta”) a modo de tapa, a las cuales agregamos pasta de levadura para estimular
la ovipuesta sobre las placas, facilitando la recolecciéon de huevos. Cada 24 horas, reemplazamos las
placas para obtener individuos sincronizados en el desarrollo. Seleccionamos, por la ausencia de
marcadores de cromosomas balanceadores, a los individuos de la generacién filial que portaban los
genes de interés. Las larvas sincronizadas se transfirieron a placas con medio de crecimiento
enriquecido con levadura (4%) durante el primer estadio larval, y fueron luego incubadas a 29°C hasta

alcanzar el tercer estadio, en el que realizamos los experimentos de esta Tesis.

Figura 10. Dimorfismo sexual y reconocimiento de moscas virgenes. A) Vista lateral de moscas hembra y macho.
Se pueden apreciar las diferencias fenotipicas entre ambos sexos, siendo la mas notoria de ellas el mayor grado
de pigmentacion en el abdomen del macho. B) Vista ventral de una hembra virgen, en la que se puede observar el
meconio en la zona lateral del abdomen (punta de flecha), el cual permanece durante 2 a 6 horas tras emerger
del pupario. Ademas, la cuticula de la hembra virgen es mas clara que la de la hembra mostrada en A, siendo ésta
otra caracteristica util para su identificacién. Imagenes obtenidas del Atlas of Drosophila Morphology (Chyb &
Gompel, 2013).
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3.1.4. Tratamiento de ayuno

Se colocé a las larvas de primer estadio del genotipo de interés en placas con medio de cultivo

enriquecido a 29 °C hasta alcanzar el tercer estadio (aproximadamente 56 horas). Una vez alcanzada

esta etapa, se las someti6 a ayuno colocando entre 10 y 15 larvas en placas con agar durante 6 horas. A

diferencia del medio de crecimiento, las placas con dgar carecen de levadura, la cual representa la

principal fuente de proteinas en el alimento. De esta forma, se logra la restriccion nutricional.

315, L ilizad

A continuacién, se detallan las lineas de moscas utilizadas durante este trabajo de Tesis, tanto las

obtenidas de los bancos de lineas de acceso publico como las generadas en el laboratorio mediante

cruzamientos.
Linea ID/Ref Adquisicién Descripcién
Bloomington Drosophila Stock Inductor que contiene el promotor del gen
ppl-Gal4 58768 Center (Indiana University, pumpless clonado rio arriba de la secuencia
Bloomington, IN, USA) codificante de Gal4
(Ikeya & Provista por Shigeo Hayashi Inductor que contiene el promotor del gen
blt-Gal4 Hayashi, (Riken Center for Biosystems breathless clonado rio arriba de la secuencia
1999) Dynamics Research, Japdn) codificante de Gal4
(Gervais Provista por Jordi Casanova .
. . . Inductor que contiene el promotor del gen
& (Institut de Biologia . , . .
bs-Gal4 blistered clonado rio arriba de la secuencia
Casanova, Molecular de Barcelona, codificante de Gal4
2011) Espafia)
Bloomington Drosophila Stock
E CD8-GFP, GFP d b
UAS-mCD8-GFP (II) 5137 Center (Indiana University, xpresa m , L{na ¢ membrana
. plasmatica, rio abajo del elemento UAS
Bloomington, IN, USA)
Zurich ORFeome Project, Expresa el gen de LDH rio abajo del elemento
UAS-LDH (111 -
(1D FlyORF UAS
(Hegediis Provista por Gabor Juhasz Expresa una construcciéon cuyo producto es ATG8
3mCherry-ATG8 etal, (Eotvos Lorand University, conjugada en su extremo N-terminal a tres copias
2016) Budapest, Hungria) del fluoréforo mCherry

ppl-Gal4; 3mCherry-ATG8

Nuestro laboratorio

UAS-mCD8-GFP; 3mCherry-ATG8

Nuestro laboratorio

3mCherry-ATG8; UAS-LDH

Nuestro laboratorio

3mCherry-ATG8; bs-Gal4

Nuestro laboratorio

btl-Gal4, UAS-mCD8-GFP (II)

Nuestro laboratorio

Tabla 1. Lineas de moscas transgénicas empleadas en esta Tesis, incluyendo el lugar del que fueron obtenidas y
una breve descripcién del genotipo.
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3.2. Herramientas genéticas

3.2.1. Sistema Gal4-UAS

Durante este trabajo de Tesis, en todos los experimentos utilizamos el sistema binario de expresion
Gal4-UAS (Brand & Perrimon, 1993). Este sistema, derivado de Saccharomyces cerevisiae, se basa en la
expresion del factor de transcripciéon Gal4, el cual reconoce la secuencia promotora UAS (Upstream
Activation Sequence) y permite la expresion dirigida de genes de interés a tejidos o tipos celulares
especificos y en estadios del desarrollo particulares. Como Gal4 no existe naturalmente en Drosophila,
este factor de transcripcidén no actda sobre ningtin gen endégeno. Cruzando una linea que expresa Gal4
con otra que posee el elemento UAS, se logra en la progenie la activacion de los genes rio abajo del
promotor UAS, segtn el patrén de expresion conferido por el inductor que controla a Gal4 (Figura 11).
Por otro lado, el sistema es modulable por temperatura ya que la actividad de Gal4 es maxima a 29°Cy

minima a 18°C (Duffy, 2002).

Linea Inductora Linea UAS
. > Gald
/
/
I

=== PromotorA - Gal4 — X — UAS m—

Filial 1

. > Gala

/

I
= PromotorA : Gald —

Figura 11. Esquema del sistema binario Gal4-UAS. Una linea parental expresa el factor de transcripciéon Gal4 bajo
el control de un promotor de interés, mientras que la otra linea parental posee en su genoma el promotor UAS,
rio arriba de la secuencia de un determinado gen. Tras el cruzamiento de ambas lineas, la generacion filial
adquiere ambas construcciones, permitiendo la expresion del gen B controlada por la actividad del promotor A.

.2.2. Reporter fagia 3XmCherry-AT
Al activarse el proceso de autofagia, la proteina ATG8 se cliva en su extremo C-terminal y se conjuga a
una molécula de fosfatidiletanolamina, lo cual le permite asociarse a la membrana del autofagosoma en
formacion, cumpliendo el rol de reclutar a otros factores necesarios para el proceso de elongacion
(Figura 2) (Grasso etal, 2018). Cuando la autofagia no estd activa, ATG8 no se conjuga con
fosfatidiletanolamina, y, en consecuencia, se encuentra soluble en el citosol (He & Klionsky, 2009). Asi,
la observacién del patrén de distribucién intracelular de ATG8 permite evaluar el estado de activacion
de la autofagia en la célula. En este trabajo de Tesis, utilizamos a la proteina de fusion

3XmCherry-ATG8, en la cual tres copias del fluoréforo mCherry se encuentran unidas en tandem a la
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region N-terminal de ATG8 (Heged(is etal, 2016). Esta construccién nos permite observar al
microscopio la distribuciéon de ATG8 y, asi, estimar el nivel de induccion de la autofagia (Valko et al,,
2022). Con la autofagia inactiva y ATG8 soluble en el citosol, el patréon de fluorescencia es difuso y
homogéneo en toda la célula. Por el contrario, tras la induccién de la autofagia, ATG8 se asocia a la
membrana del autofagosoma, observandose puntos (foci) fluorescentes de mCherry. El grado de
activacién de la autofagia puede cuantificarse evaluando el grado de nucleaciéon de 3XmCherry-ATGS,

evidenciando la formacién de vesiculas autofagicas.

3.3. Diseccion y procesamiento de tejidos

3.3.1. Diseccién de larvas

Durante esta Tesis, realizamos disecciones del cuerpo graso, cerebro y tubo digestivo larval (Figura 5).
En todos los casos se disecaron animales que se encontraban en el estadio de larva 3 temprana, previo
a la etapa de wandering, los cuales habian sido previamente seleccionados en base a la ausencia de
marcadores de cromosomas balanceadores (ver 3.1.3. Cruzamientos). Utilizamos una placa de silicona
rigida como soporte para la manipulacion, sobre la cual colocamos a las larvas en una gota de PBS frio.
Todo el proceso fue llevado a cabo bajo lupa binocular y utilizando pinzas de diseccion.

Para la disecciéon del cuerpo graso, oprimimos la regiéon posterior de la larva con una pinza de
diseccion y realizamos un corte en la cuticula con una segunda pinza, dejando abierta la zona posterior
de la larva. A continuacion, sostuvimos a la larva suavemente con una pinza por su zona media, a la vez
que, con la segunda pinza cerrada, empujamos los ganchos mandibulares hacia el interior del cuerpo.
De esta forma, logramos “invertir” a la larva, consiguiendo que los 6rganos, atin unidos a la cuticula,
queden expuestos. Tras la diseccion, transferimos entre 10 y 15 larvas a un tubo Eppendorf de 2ml con
700ul de paraformaldehido (PFA) 4% para su fijaciéon por 90 minutos a temperatura ambiente y con
agitacion continua.

Para disecar el cerebro y el tubo digestivo, cortamos el extremo posterior de las larvas de la forma
descripta previamente. Luego, empujamos suavemente con una pinza los ganchos mandibulares hacia
el interior de la larva y cortamos la porcidn de cuticula anterior a estos. De esta forma, logramos que la
cuticula de la larva quede abierta por ambos extremos, lo que nos permite empujar con delicadeza los
6rganos internos de la larva y extraerlos de adentro de la pared corporal. Procurando que los ganchos
mandibulares no se separen del resto de los drganos, sostuvimos firmemente los ganchos
mandibulares con una de las pinzas, mientras que con la otra separamos los 6rganos que no son de
interés, dependiendo del caso. La unién del 6rgano de interés a los ganchos facilita su manipulacién,
evitando posibles dafios provocados por las pinzas, y aumentando ademds la densidad de la
preparacion, lo cual evita que se pierda material durante el procesamiento. Asi, transferimos a tubos
Eppendorf los cerebros o tubos digestivos de 10 a 15 larvas, unidos a los ganchos mandibulares, para

su fijacion en 700ul de PFA 4% por 60 minutos a temperatura ambiente, con agitacién constante.
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Tras la fijacion, removimos la solucidon con pipeta Pasteur, dejando los tejidos en el fondo del tubo.
Luego, realizamos 3 lavados de 15 minutos a temperatura ambiente, con 1ml de solucidn de lavado (PT
0,1%). Terminados los lavados, realizamos el protocolo de tincién y procedimos al montaje para la

posterior observacion de los tejidos bajo el microscopio.

3.3.2. Tinciones

En todos los experimentos en los que observamos tejidos fijados, realizamos, tras los lavados, una
tincion nuclear. Para la tincién con DAPI, la muestra se incub6 en 100ul de DAPI 1:100 en PT 0,1% por
90 minutos. Pasado este tiempo, se realizaron 3 lavados de 15 minutos en 1ml de PT 0,1%. En los casos
en los que utilizamos TO-PRO-3 para la tinciéon de ntcleos, incubamos la muestra en 100ul del
fluoréforo a una dilucién de 1:1500 en PT 0,1% durante 30 minutos. Tras la tincion, se realizaron 4
lavados de 10 minutos en 1ml de PT 0,1%. En ambos casos la incubacién se realizé a temperatura
ambiente, con agitacién constante.

Para la tincién de organelas acidas, se diseco el cuerpo graso en PBS conteniendo 0.1uM del colorante

acidotrépico LysoTracker, e inmediatamente, el tejido fue montado para la observacién al microscopio.

3.3.3. Montaje de tejidos

Para el montaje del cuerpo graso, colocamos las larvas disecadas sobre un portaobjetos con una gota
de medio de montaje. Con el uso de una pinza y una aguja de diseccion, separamos el cuerpo graso del
resto de los drganos larvales, los cuales fueron descartados. Los fragmentos de cuerpo graso retirados
fueron luego distribuidos en el centro del portaobjetos, sobre el cual colocamos un cubreobjetos, los
bordes del cual sellamos con esmalte de ufias transparente para evitar la deshidratacion del preparado.
Para montar los cerebros y los tubos digestivos, en primer lugar, los transferimos, sumergidos en el
medio de montaje, a un portaobjetos. Dispusimos el medio de montaje en una linea a lo largo del eje
longitudinal del portaobjetos y, tomandolos desde los ganchos mandibulares con una pinza, colocamos
los drganos en la interfase entre el medio de montaje y el aire, quedando éstos adheridos al
portaobjetos. Luego, cortamos con una aguja la unién entre el érgano y los ganchos mandibulares, y
cubrimos con un cubreobjetos. En caso de quedar burbujas de aire, agregamos mas medio de montaje
con una pipeta por el costado del cubreobjetos. Finalmente, sellamos los bordes con esmalte de ufias
transparente. En todos los casos, para garantizar la separacion apropiada entre los dos vidrios y evitar

que se aplasten los tejidos, colocamos puntos de vaselina s6lida en los vértices del cubreobjetos.

3.4. Adquisiciéon y procesamiento de imagenes
Las imagenes se obtuvieron utilizando una lupa de fluorescencia Olympus MVX10 o un microscopio
confocal Zeiss LSM 880 invertido. Dependiendo de la muestra, se usaron los filtros correspondientes a

los fluoréforos empleados y las condiciones de adquisicién necesarias para evitar la saturacion de la
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imagen. En el confocal se procuré tomar imagenes del plano medio del tejido observado. Las imagenes
confocales fueron adquiridas con el software ZEN de Zeiss y procesadas en Image]. En cada caso se
cuantifico el area de tejido y la cantidad de foci de 3XmCherry-ATG8. Estos ultimos se contabilizaron de
forma automatica con las funciones Threshold y Analize Particles del programa Image], considerando
aquellos foci de un tamafio de entre 0,1 y 10um?. Para evaluar la colocalizaciéon entre 3XmCherry-ATG8
y Lysotracker, se calcul6 el coeficiente de correlacién de Pearson utilizando el plug-in “JACoP” de
Image] (Bolte & Cordelieres, 2006). Las cuantificaciones de la cantidad de células en una imagen se

llevaron a cabo utilizando la funcién Find Maxima.

3.5. RT-PCR cuantitativa

Para la obtencion de las muestras de RNA, se disecaron cerebros de larvas de tercer estadio. Por cada
grupo experimental, se colectaron aproximadamente 15 cerebros por muestra, y se realizé el
experimento por triplicado. Los tejidos fueron homogeneizados en 500ul de trizol (Quick-Zol) en frio,
utilizando tubos Eppendorf tratados previamente con dietilpirocarbonato (DPC), inhibidor de RNAsas.
Los homogenatos se almacenaron a -80°C para asegurar la preservacién del RNA. La extracciéon de RNA
se llevo a cabo siguiendo el protocolo estandar establecido por el fabricante del Quick-Zol. La calidad y
concentracion del RNA extraido se calculd por el cociente de absorbancia 260nm/280nm utilizando un
equipo NanoDrop.

Para la retrotranscripcién, se utilizé 1pg de RNA total, al cual se agregd 1pl de random primers
(1pg/ul) en un volumen total de 10,5pl. La mezcla se incub6 a 70°C durante 5 minutos, luego de lo cual
se la mantuvo en hielo. A continuacion, se agregaron 14,5ul de mix de retrotranscripciéon (ver
composicion en 3.7.3. Reactivos y soluciones), en un volumen final de 25ul por tubo. La incubacién
para la sintesis del cDNA se realizé a 372C durante 1 hora. Para la PCR cuantitativa (qPCR), se
emplearon primers a una concentracién de 400nM, especificos para los genes Rpl29 (gen de
referencia) y Atg8a, los cuales hemos utilizado previamente en el laboratorio (Valko et al., 2022). El
cDNA obtenido fue diluido 1:2 y, finalmente, el volumen de reaccién por pocillo fue de 10pul, compuesto
por 55ul de “mix de PCR” y 4,5ul de cDNA diluido. La corrida de la qPCR comenz6 con una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 15 minutos. La amplificacion se llevé a cabo con 40 ciclos, con
desnaturalizacién a 95°C por 5 segundos, annealing a 60°C por 1 minuto, y extension a 72°C por 30
segundos. La curva de disociacién se realizé con un gradiente de temperatura de 65°C a 97°C.
Finalmente, se realizé6 un ciclo de enfriamiento a 402C por 30 segundos. La cuantificacién de la

expresion génica se realizé por el método 2“ (Livak & Schmittgen, 2001).

3.6. Analisis estadistico
La confeccién de graficos y las pruebas estadisticas se realizaron con el programa GraphPad Prism 8.0.

Cuando trabajamos con variables de distribucién normal y varianza homogénea, realizamos pruebas ¢t
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de Student desapareadas a dos colas para comparaciones entre dos tratamientos, y pruebas de ANOVA
de un factor para mas de dos tratamientos. En casos donde la variable era normal pero no se cumplid el
supuesto de homocedasticidad, utilizamos la prueba t de Welch o la prueba de ANOVA de
Brown-Forsythe, en funcion de la cantidad de tratamientos. Por otro lado, los datos de qPCR, de
distribuciéon no normal, se analizaron por el test U no paramétrico de Mann-Whitney. Para los
experimentos con mas de dos tratamientos, se realizaron comparaciones a posteriori mediante test de
Tukey en el caso de las pruebas de ANOVA, y por test de Tamhane para las pruebas de Brown-Forsythe.

En todos los casos se consideré un nivel de significancia del 5% (p<0,05).

3.7. Equipamiento, materiales y reactivos

3.7.1. Equipos

¢ Lupas estereoscopicas Olympus SZ40 y Olympus SZ51

e Microscopio confocal Zeiss LSM 880 (objetivos 20X/NA 0,8, 63X/NA 1,4).
¢ Lupa de fluorescencia Olympus MVX10 con cdAmara Olympus DP72
e Incubadora Forma Series Il Thermo Electron Corporation

e Ultrafreezer - Thermo

e Agitador MAXI ROCKER

e Agitador orbital Thermomixer - Eppendorf, Marshall Scientific

e Centrifuga refrigerada Eppendorf 5414R

e Cicladora Lightcycler 480 - Roche

e Placas multiwell 96 - Roche

e NanoDrop - Thermo Fisher Scientific

3.7.2. Materiales

e Viales de plastico de 2,5cm de didmetro y 10 cm de alto - Flystuff
o Botellas plasticas de 250cm? de capacidad - Flystuff

e Placa porosa para trabajo con CO, -Flystuff

e Vasos de ovipuesta - Flystuff

e Placas de Petri de 5cm de didametro

e Pinceles

e Pinzas para diseccion #5 - Dumont

e Agujas de diseccién

e Pipetas automaticas - Eppendorf Research (P1000, P100, P20, P10), Gilson (P1000, P200, P20, P2)
e Tubos Eppendorf de 2ml y 1,5ml

e Pipetas Pasteur - Deltalab

e Portaobjetos - Pathoglass
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e (Cubreobjetos - Deckgladser
¢ Esmalte de uiias transparente
e Vaselina sélida

e Placa de diseccidn de silicona

3.7.3. Reactivos y soluciones

« Didxido de carbono
¢ Medio de crecimiento:
- Levadura instantdnea - Levex (20g/L - 2%m/v)
- Harina precocida de maiz - Prestopronta (66,5g/L)
- Agar-agar - Van Rossum (10g/L)
- Nipagin - Van Rossum (6,4ml/L de una solucién 46,85g/250ml [Sv:EtOH 96%])
- Sacarosa - Anedra (40g/L)
- Acido propiénico - Cicarelli (4,5ml/L)
e Tritén X-100
e DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) 100X - Sigma-Aldrich D9542
e Lysotracker Green DND26 - Invitrogen
¢ TO-PRO-3 - Invitrogen
e MOWIOL - 4-88 Reagent Calbiochem 9CAS 9002-89-5
e gRT-PCR:
- Quick-Zol - Kalium Technologies RA01011933
- M-MLV RT 5X Buffer - Promega
- Desoxinucle6tidos (dNTPs) 10mM - Promega
- Inhibidor de RNAsas - Roche
- Transcriptasa reversa M-MLV (RT) - Promega
e  Primers - Macrogen
- Rpl29: Fw: 5'-GAACAAGAAGGCCCATCGTA-3', Rv: 5'-AGTAAACAGGCTTTGGCTTGC-3’
- Atg8a: Fw 5’- GCAAATATCCAGACCGTGTGCC-3’, Rv 5’- AGCCCATGGTAGCCGATGTT-3’
e PBS 1x: 137mM NaCl + 2,7mM KCl + 10mM Na,HPO, + 1,8mM KH,PO,
e Solucion de fijacion: paraformaldehido (PFA) 4%
e Solucion de lavado (PT 0,1%): PBS 1x 4+ 0,1% Tritén X-100
e Solucion de montaje: 0,1g/ml MOWIOL + 0,25g/ml glicerol +, 0,5ml/ml TRIS 0,2M
e Mix de retrotranscripcién: 5ul RT 5X Buffer + 1,25ul dNTPs 10mM + 0,625ul inhibidor de RNAsa
+ 1ul M-MLV RT + agua miliQ
¢ Mixde PCR: 5ul SYBR Green Master (Roche) + 0,25pl primer Fw + 0,25ul primer Rv

28



4. Resultados

4.1. La sobreexpresion de LDH en el sistema traqueal gatilla la autofagia en el cuerpo graso

A modo de continuacién de la investigacion iniciada por el Dr. Sebastidn Perez Pandolfo en su Tesis
doctoral (ver 1.4. Resultados previos...), buscamos dilucidar en qué tejido o grupo de células la
sobreexpresidn de la Lactato Deshidrogenasa (LDH) provoca la induccién de la autofagia en el cuerpo
graso. Para eso, en primer lugar, realizamos cruzamientos de lineas que nos permitieran sobreexpresar
LDH en el sistema traqueal de las larvas. Las traqueas son un érgano capaz de responder a hipoxia
alterando el crecimiento de sus proyecciones (Centanin et al., 2008). Al ser responsables de proveer de
oxigeno a los demas tejidos, estando en estrecho contacto con estos, razonamos que las traqueas
podrian inducir la autofagia en otros tejidos en respuesta a alteraciones metabdlicas que recapitulan
condiciones hipdxicas, como lo es la acumulaciéon de lactato (Kocianova et al., 2022b; Valko etal,,
2022). Con este fin, expresamos, en larvas crecidas en medio enriquecido, el gen de LDH (UAS-LDH, ver
3.1.5. Lineas utilizadas) bajo el control del inductor bti-Gal4, utilizando como controles a individuos
donde expresamos mCD8-GFP en lugar de LDH (UAS-mCD8-GFP). En todo este trabajo de Tesis,
usamos como control negativo larvas crecidas en medio enriquecido, en las cuales la autofagia se
encuentra activa en niveles basales. Como control positivo de induccién de la autofagia utilizamos
larvas sometidas a ayuno (ver 3.1.4. Tratamiento de ayuno). Cada genotipo, ademas, incluyé la
expresion del reportero de autofagia 3XmCherry-ATG8 (de aqui en adelante, 3mCh-ATG8), bajo el
control del promotor del gen Atg8 enddgeno, cuya nucleacién fue evaluada en cada grupo
experimental. El inductor btl-Gal4 promueve la expresion génica de forma fuerte y especifica en la
totalidad del sistema traqueal, como pudimos verificar expresando mCD8-GFP bajo el control de este
inductor (Figura 12A). Observamos que el grado de induccién de la autofagia, evaluado en base a la
cantidad de puntos (foci) de 3mCh-ATG8 por 100um? de cuerpo graso, se ve significativamente
aumentado en este 6rgano cuando se sobreexpresa LDH en el sistema traqueal con el inductor bt/-Gal4
(Figura 13A-D). Estos resultados indican que la acumulacién de acido lactico en las células traqueales

es capaz de inducir, a distancia, una respuesta autofagica en el cuerpo graso.
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Figura 12. Patrones de expresién de los inductores btl-Gal4 y bs-Gal4. A) El inductor btl-Gal4 promueve la
expresion génica de forma especifica en el sistema traqueal de las larvas de tercer estadio. B-C) Larvas que
expresan GFP bajo el control del inductor bs-Gal4. B) bs-Gal4 se expresa de forma fuerte en las glandulas
salivales, indicadas con la flecha. C) De manera mas débil, bs-Gal4 también se expresa en las células terminales
del sistema traqueal, marcadas con la flecha. Barras de escala: 1mm (A-B) y 0,5mm (C).

A continuacion, con el objetivo de definir un tipo o grupo de células mas reducido en el cudl la
acumulacién de acido lactico induce la autofagia en el cuerpo graso, expresamos nuevamente LDH esta
vez bajo el control del inductor bs-Gal4. Este inductor promueve la expresiéon génica en las células
terminales del sistema traqueal y en las gldndulas salivales, lo cual observamos expresando mCD8-GFP
bajo su control (Figura 12B-C). En este caso, también observamos un aumento significativo en la
cantidad de foci de 3mCh-ATG8 en el cuerpo graso con respecto a los observados en larvas alimentadas
(Figura 13E-H). De acuerdo con nuestra observacién previa de que la sobreexpresién de LDH en las
glandulas salivales no induce la autofagia en el cuerpo graso (ver 1.4. Resultados previos...), en
conjunto con el resultado obtenido con el inductor bt/-Gal4 (ver mas arriba), este nuevo resultado
indica que las células terminales traqueales, tras acumular acido lactico, liberan una sefial que gatilla la

autofagia a distancia en el cuerpo graso.
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Figura 13. La sobreexpresién de LDH en las traqueas induce la autofagia en el cuerpo graso. Se observa que
3mCh-ATG8 se nuclea formando foci en el cuerpo graso de larvas en las que se sobreexpresa LDH con los
inductores btl-Gal4 (C) o bs-Gal4 (G), en contraste con el patréon difuso que se observa en larvas control
(UAS-mCD8-GFP) alimentadas para cada inductor, respectivamente (A, E). (B, F) Como controles positivos de
activacion de la autofagia se analizaron larvas del genotipo control sometidas a ayuno. (D, H) Cuantificaciones de
la cantidad de foci por 100um? de cuerpo graso, para ambos inductores, donde las barras representan el desvio
estandar. (D) Prueba de ANOVA de Brown-Forsythe y contrastes de Tamhane, (H) prueba de ANOVA y contrastes
de Tukey. *: p<0,05, **: p<0,01. N=>5-14. Barras de escala: 20pum.

Notablemente, cuando utilizamos el inductor btl-Gal4, observamos que los foci de 3mCh-ATG8 en el
cuerpo graso se distribuyeron en un patron perinuclear, que difiere del patrén de nucleacidn tanto en
el control positivo de autofagia por ayuno, como en las larvas en las que sobreexpresamos LDH con el
inductor bs-Gal4 (Figura 13B-C, F-G). Este fenémeno se observé en todas las repeticiones de este
experimento. Como criterio adicional de induccién de la autofagia y con el fin de evaluar posibles
alteraciones en el flujo autofagico que pudieran estar generando este patrén perinuclear de nucleacion,
realizamos tinciones con Lysotracker. La colocalizacidn de este colorante con la sefial de 3mCh-ATG8
nos indica la presencia de autolisosomas, en tanto que la presencia de foci positivos para 3mCh-ATG8
pero negativos para Lysotracker denota la presencia de vesiculas autofagicas no acidas, en estadios
previos de maduraciéon (LOrincz etal, 2017). Disecamos larvas de tercer estadio expresando
3mCh-ATG8 del genotipo control (bt/>mCD8-GFP), tanto alimentadas como en ayuno, y del genotipo
experimental (btI>LDH). Observamos en todos los casos la presencia de autolisosomas, lo cual nos
indica que el flujo autofagico no se ve bloqueado por la sobreexpresion de LDH, y que la autofagia
inducida es degradativa (Figura 14). Para determinar el grado de colocalizacién entre Lysotracker y

3mCh-ATGS8, se calcul6 el coeficiente de correlacién de Pearson (Figura 14D). Como esperabamos,
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encontramos que el coeficiente de Pearson, el cual nos da una idea de la proporcién de autolisosomas,
es similar entre las larvas control ayunadas y las larvas btI>LDH, y que estos valores son
significativamente mayores al de larvas control alimentadas (Figura 14D). Llamativamente, en este
caso no observamos una clara distribucion perinuclear de los foci en larvas btI>LDH, sino que estos se
encontraron en toda la superficie del cuerpo graso (Figura 14C). Las muestras de los primeros
experimentos (Figura 13) habian sido fijadas, mientras que las del presente analisis (Figura 14) fueron
observadas sin una fijacién previa. Suponiendo que la localizacion perinuclear observada inicialmente
no se trate de un artificio técnico, atribuimos la diferencia entre los resultados obtenidos con bt/-Gal4 y
con bs-Gal4 inicamente al uso de distintos inductores que podrian promover la expresion génica en las
células traqueales con diferente fuerza (Figura 124, C). En definitiva, esta diferencia en la distribucién

intracelular de foci merece ser estudiada en mayor profundidad en el futuro.
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Figura 14. La autofagia inducida por la sobreexpresién de LDH es degradativa. 3mCh-ATG8 se nuclea en foci tras
la sobreexpresion de LDH con el inductor btl-Gal4, por lo que se induce la autofagia en el cuerpo graso (C). Los
foci rojos corresponden a autofagosomas, mientras que los foci amarillos a autolisosomas, la presencia de los
cuales indica que la autofagia observada es degradativa. Utilizamos como control de autofagia basal a larvas de
genotipo control (UAS-mCD8-GFP) alimentadas (A) y como control positivo de autofagia degradativa a larvas
control sometidas a ayuno (B). El grado de colocalizacién entre Lysotracker y 3mCh-ATG8 se cuantificé mediante
el coeficiente de Pearson (D). Las barras representan el desvio estandar (D). Prueba de ANOVA y contrastes de
Tukey. ns: p>0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001. N=5-6. Barras de escala: 20pum.
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4.2, La sobreexpresion de LDH en las traqueas no induce la autofagia en el sistema digestivo
Habiendo determinado que la sobreexpresion de LDH en las células traqueales induce la autofagia en
el cuerpo graso, nos preguntamos si en otros 6rganos larvales podria inducirse también. Empezamos,
entonces, por evaluar la nucleacion de 3mCh-ATG8 en el sistema digestivo. Sobreexpresamos LDH en
las traqueas con los inductores btl-Gal4 o bs-Gal4 de 1a manera ya descripta, y utilizamos como control
larvas en las que expresamos UAS-mCD8-GFP. En estos experimentos analizamos dos regiones distintas
del tracto digestivo, el proventriculo y el intestino medio (Figura 5), con el propdsito de obtener una
mejor representacion de este 6rgano. En ninguno de los dos casos observamos diferencias en la
nucleaciéon de 3mCh-ATG8 entre la condicién control (larvas alimentadas) y tras sobreexpresar LDH en
las trdqueas, con ninguno de los dos inductores Gal4 utilizados (Figura 15, Figura 16). Concluimos, asi,
que la sobreexpresion de LDH en el sistema traqueal no induce la autofagia en el sistema digestivo.
Interesantemente, observamos que en el proventriculo se nuclea el reportero 3mCh-ATG8 en
condiciones control (larvas bien alimentadas) (Figura 15A, Figura 16A), lo que sugiere que en esta

region del sistema digestivo la autofagia basal podria cumplir un rol fisiologico.
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Figura 15. La sobreexpresién de LDH con el inductor btl-Gal4 no induce la autofagia en el tracto digestivo. El
grado de nucleaciéon de 3mCh-ATG8 en el proventriculo (A, C) o en el intestino medio (E, G) no difiere entre las
larvas control (UAS-mCD8-GFP) alimentadas y larvas UAS-LDH. Se observa un claro aumento de la autofagia en
larvas sometidas a ayuno en ambas zonas (B, F). Cuantificacion de la cantidad de foci de 3mCh-ATG8 por 100um?
en cada region; las barras representan el desvio estandar (D, H). Prueba de ANOVA de Brown-Forsythe y
contrastes de Tamhane. ns: p>0,05. N=3-6. Barras de escala: 10um.
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Figura 16. La sobreexpresién de LDH con el inductor bs-Gal4 no induce la autofagia en el sistema digestivo. La
cantidad de foci de 3mCh-ATG8 en el proventriculo (A, B) o en el intestino medio (D, E) no difiere entre las larvas
control (UAS-mCD8-GFP) alimentadas y larvas UAS-LDH. Cuantificacién de la cantidad de foci por 100um? en
cada una de las regiones; las barras representan el desvio estandar (C, F). Prueba t de Welch no pareada. ns:
p>0,05. N=3-4. Barras de escala: 10um.

4.3. La sobreexpresion de LDH en las traqueas provoca la acumulacién de Atg8 en el cerebro

A continuacién, evaluamos el comportamiento del reportero 3mCh-ATG8 en el cerebro. En este
experimento, utilizamos los mismos genotipos y controles ya mencionados en las secciones anteriores.
El cerebro larval es un érgano en el que la autofagia se encuentra fuertemente activa en condiciones
basales, induciéndose ligeramente en condiciones de ayuno (Figura 17A-B, D-E). Tanto en larvas
alimentadas como en larvas sujetas a ayuno, se observa la nucleacion de 3mCh-ATG8 de manera
uniforme por todo el cerebro (Figura 17A-B, D-E). Llamativamente, observamos que en larvas que
sobreexpresan LDH, tanto con btl-Gal4 como con bs-Gal4, se da una fuerte acumulaciéon de 3mCh-ATG8
en un grupo de células del cordon ventral, en los planos centrales del 6rgano (Figura 17C, F-H"). Estas
células corresponden al 17% y al 15% de las células totales del plano del cerebro observado, con
btl-Gal4 y bs-Gal4 respectivamente (Figura 18). En estas células observamos una fuerte fluorescencia
distribuida en toda la superficie celular, con la presencia de pocos foci que generan una sefial ain mas
fuerte (Figura 17G-H").

Debido al notorio aumento observado en la intensidad de fluorescencia, estos resultados sugieren que
la sobreexpresion de LDH en las células traqueales podria inducir un aumento de la expresion de Atg8
en un grupo de células del cerebro larval, y no sélo la redistribucion de Atg8 dentro de las células. Atg8
cumple funciones no canonicas en procesos no vinculados a la autofagia, por lo que su acumulacién

podria estar asociada a alguno de estos roles alternativos (ver 5. Discusion).
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bti>LDH

Figura 17. La sobreexpresién de LDH provoca la acumulacién de 3mCh-ATG8 en un grupo de células del cerebro.
Imégenes confocales de cerebros de larvas bien alimentadas (A, D), sometidas a ayuno (B, E) o tras la
sobreexpresion de LDH en traqueas con los inductores btl-Gal4 (C) o bs-Gal4 (F). Se observa un gran aumento de
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la fluorescencia correspondiente a 3mCh-ATG8 en células del cordéon ventral del cerebro tras la sobreexpresion
de LDH en las traqueas (C, F, G, H). Las puntas de flecha en las magnificaciones (G, H") sefialan foci de 3mCh-ATG8
en estas células. Notese que por fuera de los foci hay altos niveles de fluorescencia homogéneamente distribuida
dentro de cada célula. Barras de escala: 30um (A-H), 10um (G, H").
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Figura 18. La sobreexpresion de LDH en las traqueas induce la acumulacién de Atg8 en una parte de las células
del cerebro. En larvas de los genotipos bt/>LDH y bs>LDH, observamos un fuerte aumento de la fluorescencia de
3mCh-ATG8 en una fraccidn de las células del cerebro. Se cuantificd la cantidad de células con una fuerte sefial de
3mCh-ATG8 homogéneamente distribuida en el citoplasma, respecto del total de células en el mismo plano
confocal, cuyos nucleos fueron marcados con TO-PRO-3. En larvas de los genotipos control sometidas a ayuno
(control de inducciéon de autofagia) 3mCh-ATG8 se observé nucleado en foci de baja intensidad de fluorescencia,
los cuales no fueron considerados en la cuantificacion. Prueba de ANOVA. Las barras representan el desvio
estadndar. ns: p>0,05; *: p<0,05. N=3-4.

4.4, El aumento de Atg8 en el cerebro tras la sobreexpresién de LDH no se deberia a la

induccidn transcripcional del gen

Habiendo observado un importante aumento de la fluorescencia correspondiente a Atg8 en una
porcién de las células del cerebro, nos preguntamos si este cambio estd regulado a nivel
transcripcional. Para esto, analizamos por qRT-PCR los niveles de RNA mensajero (mRNA) de Atg8 en
los cerebros. Disecamos cerebros de los genotipos btI>mCD8-GFP de larvas bien alimentadas
(utilizados como control negativo) y de larvas btI>LDH, de los cuales extrajimos RNA para su
cuantificacion por qRT-PCR. Encontramos que la sobreexpresion de LDH en las traqueas no provocé un
aumento estadisticamente significativo de la expresiéon del mRNA de Atg8 (Figura 19). De esta forma,
concluimos que el aumento de la sefial de 3mCh-ATG8 observado tras la sobreexpresion de LDH no se

deberia a la induccion transcripcional del gen.
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Figura 19. La sobreexpresién de LDH en las triqueas no modifica la expresién de Atg8 a nivel transcripcional. Se
cuantificaron los niveles de mRNA de Atg8 por qRT-PCR a partir de homogenatos de cerebros. No se encontraron
diferencias significativas entre los niveles de expresion entre larvas control (bt/>mCD8-GFP) alimentadas y
larvas que sobreexpresan LDH en el sistema traqueal (btI>LDH). Se utiliz6 Rpl29 como gen de referencia. Los
datos obtenidos se analizaron por el método 2”(-AACt) (Livak & Schmittgen, 2001) y se compararon
estadisticamente con la prueba no paramétrica de Mann-Whitney de una cola. Las barras representan el desvio
estandar. ns: p>0,05. N=3 réplicas biolégicas con duplicado técnico.
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5. Discusidén

La autofagia contribuye al mantenimiento de la homeostasis celular, mediante la degradacién
inespecifica de material citoplasmatico (Chang & Neufeld, 2010; Deretic et al., 2013; Kimmelman &
White, 2017; Noda & Inagaki, 2015). Por su rol catabdlico, es regulada por una multitud de factores
tanto externos como intracelulares. La autofagia constituye en si misma un proceso de respuesta a
estrés, generada por las células para hacer frente a insultos tanto a nivel celular como a nivel sistémico
(Chen etal, 2015; Hale etal, 2013; Lei etal.,, 2022; Pan et al,, 2019; Valko et al,, 2022). En esta Tesis
hemos utilizado a la larva de Drosophila melanogaster como modelo, centrandonos en el estudio de la

induccidn de la autofagia por lactato.

5.1. Induccién de la autofagia por lactato

La hipoxia provoca en las células una transicion metabélica, denominada efecto Warburg, en la cual
estas empiezan a producir acido lactico en ausencia del O, necesario como aceptor final de electrones
en la cadena respiratoria mitocondrial (DeBerardinis et al., 2008; Kocianova et al., 2022a; Voet et al,,
2016; Warburg, 1956). Estudios previos de nuestro laboratorio permitieron determinar que en
condiciones de hipoxia en Drosophila, el lactato intracelular se acumula rapidamente (Gandara et al,,
2019). Por otro lado, nosotros y otros grupos hemos observado que la autofagia se induce por hipoxia
en distintos sistemas modelo, incluyendo Drosophila, pero los mecanismos moleculares por los cuales
se gatilla el proceso no se comprenden atin completamente (Bellot et al., 2009; Cen et al., 2023; Feng
etal, 2021; Valko et al,, 2022). Se han descripto mecanismos de induccién de la autofagia por hipoxia
tanto dependientes como independientes de HIF/sima (Doering etal, 2022; Léw etal, 2013;
Perez-Perri etal, 2016), evidenciando la complejidad del fenémeno. Asimismo, es posible que la
respuesta autofagica se regule de manera no transcripcional, mediada directamente por la alteracion
de los niveles de determinados metabolitos de la célula, o bien de manera dependiente de enzimas
asociadas a la sintesis de dichos metabolitos, producto de la reduccién en la disponibilidad de O,
(Fedotova et al., 2022; Feng et al., 2021; Kocianova et al., 2022a; Roberts et al., 2014).

En esta Tesis trabajamos en base al modelo de que la sobreexpresion de LDH provoca, en las larvas de
Drosophila, 1a acumulacidn intracelular de lactato, recapitulando la principal alteracion metabdlica que
se produce en condiciones de hipoxia (Gandara et al., 2019; Gandara & Wappner, 2018). Partiendo de
la observacidn previa de nuestro laboratorio de que la sobreexpresion de LDH induce la autofagia en
diversos tejidos larvales (Figura 6), razonamos que la respuesta autofagica observada esta mediada
por la acumulacién de lactato, tanto en condiciones de hipoxia como tras la sobreexpresion de LDH.
Especificamente, encontramos que son las células traqueales las que disparan la autofagia en el cuerpo

graso en respuesta a la acumulacién de lactato (Figura 13). La activacion de la autofagia por lactato ha
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atraido recientemente gran interés en el campo de la biologia celular. Se report6 que el lactato induce
una respuesta autofagica en células de la retina de mamiferos, protegiendo a estas células del dafio
provocado por especies reactivas de oxigeno en un modelo de degeneraciéon macular (Zou et al., 2023).
Por otro lado, se report6 un mecanismo de induccién de la actividad lisosomal y de la autofagia en
células tumorales en el cual el lactato, producido en grandes cantidades por estas células, es oxidado a
piruvato por la Lactato Deshidrogenasa B (LDHB), de manera acoplada a la reduccién de NADH a NAD*
y H*. Asi, los protones generados median la acidificaciéon lisosomal y promueven la actividad
degradativa autofagica (Brisson et al., 2016). Recientemente, se ha descripto un mecanismo molecular
por el cual el lactato media la induccién de la autofagia por ayuno, vinculado a la fosforilacién y
activacion de LDHA por parte de ULK1/Atg1. Una vez activada LDHA, el lactato producido promueve la
lactoilaciéon de la PI3K Vps34, estimulando asi la autofagia (Jia etal., 2023). De todos modos, cabe
destacar que los procesos descriptos estdn implicados en la induccién de la autofagia en las mismas
células en las que se acumula el lactato, haciendo del fendmeno observado en esta Tesis un proceso
fundamentalmente diferente, en el cual la autofagia se activa a distancia en un 6rgano diferente del que

acumula el lactato.

5.2. Localizacién de los foci del reportero 3mCh-ATG8

En esta Tesis, observamos que el reportero de autofagia 3mCh-ATG8 se nuclea en el cuerpo graso tras
sobreexpresar LDH en las traqueas, y que dicha nucleaciéon ocurre en un grado comparable al de la
nucleaciéon inducida por ayuno (Figura 13). Notablemente, en larvas btI>LDH, observamos que
3mCh-ATG8 exhibe un patréon de nucleacién perinuclear, mientras que en las larvas control
(btI>mCD8-GFP) sometidas a ayuno, los foci de 3mCh-ATG8 se distribuyen de manera homogénea
(Figura 13). Como se menciond, Atg8 se incorpora a la membrana del autofagosoma en formacién, y
permanece en dicha membrana tras la fusiéon del autofagosoma con el lisosoma, proceso que da origen
al autolisosoma (Grasso et al., 2018; Hale et al., 2013; Nieto-Torres et al., 2021). Por esto, 3mCh-ATG8
es utilizado como reportero tanto de autofagosomas como de autolisosomas (Boda etal., 2024; Xu
etal, 2017). Se ha descripto que la biogénesis de los autofagosomas se da azarosamente en toda la
célula, y que, posteriormente, estos se mueven sobre microtibulos de manera retrégrada mediada por
dineinas hacia la regién perinuclear, donde se da la fusiéon de los autofagosomas con los lisosomas
(Boda etal.,, 2024; Jahreiss etal., 2008; Lérincz & Juhasz, 2020). A su vez, se sabe que existen
subpoblaciones de lisosomas, que se agrupan de acuerdo a su acidez y actividad degradativa, la cual
correlaciona con su localizacion subcelular (Jahreiss et al.,, 2008; Johnson et al., 2016; Pu et al., 2016).
Asi, los lisosomas localizados en la region perinuclear, cercanos al centro organizador de microtiibulos
(MTOC), poseen un pH mas bajo y mayor actividad de hidrolasas acidas (Ebner et al,, 2023; Pu et al,,
2016). Por otro lado, la localizacién perinuclear de los lisosomas correlaciona con una disminuciéon en

la actividad de mTORC1 y un aumento de la formacién de autofagosomas, mientras que su distribucién
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periférica promueve la actividad de mTORC1, inhibiendo la autofagia y promoviendo el anabolismo
(Korolchuk et al, 2011; Pu etal.,, 2016). Recientemente se reportd en Drosophila que, en células del
cuerpo graso en las que se inhibi6é experimentalmente la fusién del autofagosoma con el lisosoma, los
autofagosomas se acumulan en el MTOC, ubicado en la region perinuclear (Boda etal., 2019; Lérincz
et al, 2019; Takats et al., 2014). Se describi6, ademas, que el transporte retrégrado de autofagosomas
en estas células requiere de la actividad de las GTPasas pequefias Rab7 y Rab39, como asi también de
sus interactores Epg5 y Ema, respectivamente (Boda etal, 2024). Integrando esta informacidn, la
distribucion perinuclear de foci de 3mCh-ATG8 observada tras la sobreexpresion de LDH en las
traqueas podria deberse a dos fendmenos, no excluyentes entre si: 1) a que en el cuerpo graso se
induce la biogénesis de autofagosomas, pero se ve afectado el proceso de fusidn con los lisosomas,
acumulandose autofagosomas en la zona perinuclear de las células; o 2) a que ademas de la autofagia,
en las células del cuerpo graso se producen alteraciones en el transporte vesicular por microtibulos,
generando la acumulacién de vesiculas en la regién perinuclear. La sefial liberada por las traqueas
podria actuar en el cuerpo graso, afectando elementos de la maquinaria molecular de anclaje y
transporte de los autofagosomas, como asi también afectar el proceso de fusidn entre autofagosomas y
lisosomas, generando el patrén observado de autofagosomas perinucleares.

Al evaluar la formacién de autolisosomas con Lysotracker, vemos que el proceso de fusiéon de los
autofagosomas con los lisosomas no estaria afectado, siendo el coeficiente de Pearson similar entre las
larvas control sujetas a ayuno y las larvas btI>LDH (Figura 14D). Llamativamente, observamos que en
este experimento los foci de 3mCh-ATG8 se distribuyen homogéneamente en toda la célula (Figura
14C), y no en un patrén perinuclear como observamos previamente (Figura 13C). Considerando que
las larvas utilizadas en ambos experimentos tienen el mismo genotipo (btI>LDH), no descartamos que
esta ultima observacion se trate de un artificio técnico. Al no poder evaluar la formacién de
autolisosomas a la vez que se genera una acumulacién perinuclear de los foci de 3mCh-ATG8, no
podemos concluir acerca de la importancia de la fusiéon autofagosoma-lisosoma para el cambio de
localizacién observado (Figura 13C). Este fendmeno merece ser estudiado en mayor detalle en

experimentos futuros.

5.3. Comunicacién entre tejidos

Observamos que la sobreexpresion de LDH en el sistema traqueal induce la autofagia en el cuerpo
graso (Figura 13), mientras que en el cerebro promueve un fuerte aumento de la fluorescencia
asociada a la expresion de Atg8 (Figura 17), sugiriendo un aumento en los niveles de esta proteina.
Estos resultados ponen en evidencia la existencia de un proceso de comunicacioén entre tejidos en la
larva de Drosophila en respuesta a la acumulacion de lactato en las células traqueales. Las traqueas
liberarian una senal a la hemolinfa que difundiria por el torrente sanguineo, culminando con la

activacién de la autofagia en el cuerpo graso y la acumulacién de Atg8 en el cerebro (Figura 20). La
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comunicaciéon y accién combinada de distintos tejidos son fen6menos fisiolégicos de enorme
importancia, en tanto que permiten la integracidn sistémica y el control de la homeostasis a nivel
organismico (Droujinine & Perrimon, 2016; Morin-Poulard et al., 2021; Rajan & Perrimon, 2011). De
esta manera, la presencia de un agente estresor, como la hipoxia, a través de los cambios metabdlicos
asociados, iniciaria una respuesta sistémica, promoviendo asi la adaptacion del organismo a dicha
condicion. En Drosophila, 1a hipoxia genera un aumento del lactato intracelular en distintos tejidos
larvales, que incluyen al cerebro, el intestino y discos imaginales de ala (Gandara et al., 2019). Si bien
en las trdqueas esta acumulacion de lactato tras la exposicién a hipoxia no ha sido atun verificada,
consideramos probable que la acumulacién del metabolito se verifique también. Dado que las traqueas
conducen el oxigeno accediendo a cada uno de los tejidos del cuerpo, las mismas tienen la capacidad de
sensar los requerimientos de oxigeno en cada uno de ellos. En nuestro laboratorio hemos encontrado
que las trdqueas responden a hipoxia, incrementando su ramificacién hacia los demas tejidos larvales
(Centanin etal., 2008, 2010). Especificamente, la ramificacién de las ramas terminales de las traqueas
es promovida por la induccién de la expresion del receptor breathless (FGFR en mamiferos) en las
traqueas y de su ligando branchless (FGF) en tejidos extra-traqueales, de manera dependiente de
sima/HIF1la (Centanin etal, 2008). Dado su caracter de “sensores de 0,” por excelencia, parece
razonable especular que las trdqueas podrian tener la capacidad de orquestar respuestas adaptativas a
hipoxia a nivel sistémico. Por lo discutido mas arriba, sera interesante, en proyectos futuros, evaluar si
la concentracién de lactato aumenta especificamente en las trdqueas tras exponer a las larvas a
condiciones de hipoxia, y, en una segunda etapa, investigar si el aumento del lactato intracelular media
la expresion de factores difusibles que son liberados a la hemolinfa para activar la autofagia a distancia.
Por otro lado, hemos observado que la sobreexpresion de LDH en las traqueas no induce la autofagia
en el sistema digestivo (Figura 15, Figura 16). Resultados previos de nuestro laboratorio indican que la
sobreexpresién de LDH con el inductor ppl-Gal4 es capaz de inducir la autofagia no sé6lo en el cuerpo
graso, sino también en el intestino (Figura 6). Esto sugiere que otro tejido, ain no identificado
(distinto de las traqueas), y donde el inductor ppl-Gal4 también se encuentra activo, actuaria de
manera aditiva, o tal vez sinérgica con las trdqueas, para inducir la autofagia en el intestino. No
descartamos la posibilidad de que distintos tipos celulares actien de manera conjunta, liberando
sefales inductoras diversas en respuesta a la acumulacién de lactato. Serd de gran interés, en futuros
proyectos, identificar la sefial liberada por las traqueas, y determinar tanto los mecanismos por los
cuales el acido lactico induce la liberacién de dicha sefial traqueal, como aquellos que median la

induccidn de la autofagia en las células blanco en el cuerpo graso.

5.4. Autofagia basal y funciones no canénicas de Atg8
En esta Tesis hemos observado que el cerebro y el proventriculo presentan niveles elevados de

autofagia basal (Figura 154, Figura 16A, Figura 17A, D). En este sentido, se han reportado resultados
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similares en la glandula anular larval, donde también se registra una elevada autofagia basal en larvas
bien alimentadas, la cual se incrementa ain mas al someter las larvas a ayuno (Pan etal., 2019). El
significado fisiolégico de la alta autofagia basal en determinados tejidos y no en otros no esta del todo
claro. Una explicacion posible es que el grado de activacion de la autofagia en un determinado tejido se
asocie a una alta demanda energética, aunque esto debe ser corroborado aun.

Tras sobreexpresar LDH en el sistema traqueal, observamos un fuerte aumento de la fluorescencia
asociada al reportero 3mCh-ATG8 en grupos definidos de células del cerebro larval (Figura 17). Esto
sugiere que la acumulacién de lactato en las trdqueas promueve la acumulacidn de Atg8 en el cerebro.
Llamativamente, no hemos encontrado diferencias significativas en la expresién del mRNA de Atg8
respecto de condiciones control, lo que sugiere que el aumento observado en los niveles de Atg8 no se
deberia a un aumento de la transcripcién del gen (Figura 19). El aumento de la fluorescencia
seguramente se deba a una regulacién postranscripcional de la expresién de Atg8, como podria ser una
disminuciéon de la degradacion de la proteina. La acumulacién de Atg8 observada podria estar
asociada, al menos en parte, a funciones no canénicas de la proteina, vinculadas a procesos no
relacionados con la autofagia. Se han descripto roles de las distintas isoformas de Atg8/LC3 en
procesos como la supresion tumoral, la fagocitosis, y la regulacion de la motilidad celular, entre otros
(Nieto-Torres et al., 2021; Schaaf et al., 2016). En la fagocitosis asociada a LC3, esta proteina se lipida y
se asocia a la membrana del fagosoma en formacién. La maquinaria molecular involucrada comparte
componentes con la autofagia, a la vez que requiere de proteinas especificas, como Rubicon y NADPH
oxidasa 2 (Heckmann & Green, 2019; Schaaf et al., 2016). Este proceso se ha estudiado principalmente
en el campo de la inmunologia, siendo necesario para el control de la inflamacién y la defensa contra
patogenos extracelulares (Heckmann & Green, 2019). Por otro lado, se ha reportado que GABARAP, un
ortdlogo de Atg8 especifico de mamiferos, participa en el control de la movilidad celular, a través de la
regulacion de la ubiquitinacién y degradacién de la proteina TIAM1, una GEF de la GTPasa pequeia
RAC1, la cual es fundamental para la remodelaciéon de microfilamentos de actina (Genau et al., 2015).
En este caso se observd que GABARAP se localiza en vesiculas, distintas de los autofagosomas,
restringiendo de esta manera la sefializacién de RAC1 a zonas especificas de la célula (Genau etal,,
2015).

Por lo observado en esta Tesis, una posibilidad es que, en determinados grupos de células del cerebro
larval, la sefial liberada por las traqueas inhiba la autofagia llevando a la acumulacién de Atg8. Estudios
futuros permitiran determinar si éste es realmente el caso. Se ha reportado que la inhibicién de la
actividad lisosomal en neuronas humanas en cultivo promueve la acumulacién de vesiculas autofagicas
marcadas con LC3/Atg8 en estadios intermedios de maduracién (Boland et al., 2008). En ese mismo
estudio, se observé un aumento de la cantidad de vesiculas autofagicas tras un tratamiento con
vinblastina, un agente despolimerizante de microtibulos que afectaria negativamente la fusion entre
autofagosomas y lisosomas (Boland et al., 2008). Como se discutié mas arriba, en las células del cuerpo

graso de Drosophila, 1a localizacidn perinuclear de los foci de 3mCh-ATG8 podria asociarse a defectos
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en el proceso de fusion autofagosoma-lisosoma, o a defectos en la maquinaria de transporte por
microtdbulos. Si la acumulaciéon de Atg8 en el cerebro se vinculara a una disminucién de su
degradacion por autofagia, la sefial liberada por las traqueas tras la sobreexpresion de LDH podria
ejercer efectos mecanisticamente similares en el cuerpo graso y en el cerebro, si bien los fenotipos
resultantes en estos dos tejidos son distintos.

En las células del cerebro larval donde aumenta la fluorescencia correspondiente a 3mCh-ATG8S,
observamos ademas la presencia de algunos pocos foci de gran tamafio (Figura 17G’, H). Con respecto
a esto, se ha reportado en un modelo de cultivo de células HeLa que la inhibiciéon de la autofagia
promueve la formacion de foci de LC3/Atg8 prominentes, que no corresponden a autofagosomas, sino
a agregados de la proteina p62/Ref(2)P, que forma complejos con LC3/Atg8 (Runwal et al., 2019; Szeto
et al, 2006). Ref(2)P/p62 es un receptor de autofagia, el cual reconoce componentes citoplasmaticos y
los recluta al autofagosoma en formacion para su degradacion de forma especifica a través de la
autofagia (Moscat & Diaz-Meco, 2009; Stolz et al., 2014). Se sabe que la inhibicion de la autofagia lleva
a la formacion de agregados de Ref(2)P en tejidos de Drosophila, incluido el cerebro (DeVorkin &
Gorski, 2014; Nezis etal., 2008; Yoshii & Mizushima, 2017). La formacion de agregados de Ref(2)P y
Atg8, si bien serfa complementaria con lo discutido mas arriba, no alcanza para explicar el importante
aumento de la fluorescencia homogéneamente distribuida correspondiente a 3mCh-ATG8, observado
en grupos de células del cerebro de Drosophila.

Alternativamente, no podemos descartar la posibilidad de que exista regulacion transcripcional de
Atg8, pero que no la hayamos podido detectar en nuestros ensayos de qRT-PCR. Esto podria deberse a
que el aumento de fluorescencia ocurre en un grupo minoritario de las células del cerebro (alrededor
del 15%), y que al preparar homogenatos de cerebros enteros, el posible aumento del mRNA de Atg8
podria haberse diluido (Figura 18). Considerando todo lo discutido mas arriba, sera interesante
explorar posibles vinculos entre la respuesta traqueal al lactato y la acumulacién de Atg8 en el cerebro

de Drosophila.
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Célula Traqueal

Cuerpo Graso

Figura 20. Modelo de induccién de la autofagia a distancia. En hipoxia, se produciria la acumulacién de lactato en
los tejidos. En las traqueas, esto provocaria la liberaciéon de una sefial desconocida, que difundiria por la
hemolinfa e induciria la autofagia en el cuerpo graso y la acumulacién de Atg8 en un grupo de células del cerebro.
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6. Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta Tesis permiten inferir que la acumulacién de lactato en las células
traqueales provoca la induccién de la autofagia a distancia en el cuerpo graso, presuntamente
mediante la liberaciéon de una sefial desconocida que difunde por la hemolinfa. Por otro lado, tras
evaluar otros érganos larvales, encontramos que la sobreexpresion de LDH en el sistema traqueal
provoca una fuerte acumulacion de Atg8 en un grupo de células del cerebro, y que esta acumulacién no

se deberia a un aumento de la transcripcién del gen.
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