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Resumen

El mantenimiento de la proteostasis es crucial para la supervivencia de todos los
organismos, ya que asegura la funcionalidad de las proteinas. Las células han
desarrollado un sofisticado sistema de control de calidad que mantiene el correcto
plegamiento de las proteinas, actuando sobre aquellas que pierden su conformacion
nativa, volviéndolas a plegar correctamente o degradandolas si fuera necesario. Sin
embargo, los mecanismos de control de la proteostasis tienen una capacidad
limitada, llegando a colapsar ante diferentes estreses y derivando en la acumulacion

de proteinas mal plegadas con tendencia a la agregacion.

En presencia de un estrés proteotdoxico como resultado de la acumulacion de
agregados proteicos, el citosol y el reticulo endoplasmatico (RE) sufren un cambio en
su estado redox, donde el citosol se vuelve mas oxidado mientras que el RE cambia
a un estado mas reducido. En este trabajo hemos investigado cémo el estatus redox
celular afecta a la agregacion de proteinas. Hemos comprobado como la mutacion
por pérdida de funcién del gen gsr-1 que codifica la unica glutation reductasa (GSR-
1) del nematodo C. elegans, potencia los fenotipos relacionados con la agregacion
de proteinas en modelos de enfermedades neurodegenerativas humanas, asi como
en modelos de agregacion de proteinas enddégenas del nematodo. Ademas, la
mutacion gsr-1 impide la translocacion nuclear del factor de transcripcion HLH-
30/TFEB, inductor clave de la autofagia, provoca la acumulacioén e inactivacion de la
proteina p62/SQST-1::GFP necesaria para el transporte de los substratos destinados
a ser degradados al autofagosoma vy, por tanto, altera el flujo autofagico. En su
conjunto, estos datos sugieren que la glutation reductasa podria estar jugando un
papel clave en la eliminaciéon de agregados protéicos mediante autofagia. De hecho,
el bloqueo de la autofagia en animales gsr-1 que expresan proteinas con tendencia
a la agregacion conlleva fuertes fenotipos deletéreos, lo que indica que la pérdida de
homeostasis redox en estos animales incrementa el estres proteotdxico debido a una

mayor saturacion de proteinas agregadas.

El estudio de la posible regulacion redox de HLH-30 a través de la unica cisteina que
posee en su secuencia, demuestra que este residuo es fundamental para la
oligomerizacion de este factor de transcripcion, y que es necesario para una

respuesta adecuada frente a la infeccién por patégenos y para el desarrollo larvario
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de determinados mutantes. No obstante, éste Unico residuo de cisteina no es esencial
para la translocacién nuclear de HLH-30, ya que una variante endégena de HLH-30
con la cisteina mutada a un residuo de alanina sigue localizando en nucleo en

condiciones de estrés.
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Introduccion

1.1. Proteostasis.

El proteoma se define como el conjunto de proteinas expresadas en un determinado
tipo celular u organismo, el cual puede variar con el tiempo y el estado fisioldgico. La
homeostasis proteica o proteostasis es el proceso que regula la estabilidad del
proteoma, asegurando la funcionalidad de las proteinas (Powers et al, 2009). Para
mantener la proteostasis, las células han desarrollado un sofisticado sistema de
control de calidad que asegura el correcto plegamiento de las proteinas y es capaz
de actuar sobre aquellas que pierden su conformacioén nativa funcional, volviéndolas
a plegar correctamente o degradandolas si fuera necesario. Este sistema de control
esta formado por chaperonas, factores de plegamiento (entre los que se incluyen
enzimas implicadas en la oxidacion e isomerizacion de enlaces peptidicos),
componentes del trafico y localizacion de las proteinas en los diferentes
compartimentos celulares, asi como mecanismos de degradacion (Balchin et al,
2016).

A pesar de la multitud de factores que controlan la proteostasis, ésta tiene una
capacidad limitada y se encuentra particularmente afectada ante estreses cronicos.
El colapso de la proteostasis puede verse asociado a estreses ambientales,
mutaciones o el envejecimiento, resultando en la acumulacién de proteinas mal
plegadas, las cuales pueden derivar en la formacion de agregados de proteinas
(Dubnikov et al, 2017). Tales agregados proteicos son toxicos para las células y estan
asociados con la manifestacion de una serie de enfermedades englobadas dentro de
las llamadas proteinopatias, entre las que se incluyen no solo enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer, Parkinson o Huntington sino otras no
asociadas al sistema nervioso como cataratas o la miositis por cuerpos de inclusion
(Dimachkie & Barohn, 2013; Shiels & Hejtmancik, 2019). Aunque todas estas
patologias estan estrechamente relacionadas con la proteotoxicidad, las diferencias
entre cada una de ellas depende del tipo de proteina que agrega (Paulson, 1999;
Hoppe & Cohen, 2020).

1.2. Principales enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la pérdida
de proteostasis.
Las enfermedades neurodegenerativas son patologias relacionadas con el

envejecimiento que se caracterizan por una muerte neuronal incontrolada la cual
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ocasiona una disminucion de las funciones del cerebro. Estas enfermedades
incurables estan asociadas con un amplio espectro de sintomas clinicos, que incluyen

disminucion cognitiva y/o pérdida de funciones locomotoras (Heemels, 2016).

El numero de personas afectados por estas patologias se encuentra en aumento
debido a una poblacién cada vez mas envejecida. Esto lleva a que los efectos severos
de estas enfermedades en la calidad de vida, incrementen la carga en el sistema

sanitario mundial.

La limitada eficacia de los tratamientos de las enfermedades neurodegenerativas
pone en evidencia la complejidad en cuanto a su etiologia y patogenicidad, ya que,
ademas del envejecimiento, multiples factores de riesgo contribuyen a su
susceptibilidad, incluyendo desencadenantes ambientales y factores genéticos
(Cummings et al, 2014; Olanow et al, 2008; Schneider et al, 2014; Anderson et al,
2017).

1.2.1. Enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer es el desorden neurodegenerativo mas comun.
Clinicamente se manifiesta con pérdida de memoria, disfuncién cognitiva y alteracion
en el comportamiento y que afecta a amplias areas de la corteza cerebral y del
hipocampo. Las anomalias son normalmente detectadas primero en el tejido cerebral
de los I6bulos frontal y temporal, progresando lentamente a otras areas del neocortex
en diferentes grados que varian entre individuos (Long & Holtzman, 2019; Dubois et
al, 2019).

La enfermedad de Alzheimer esta asociada con la acumulacion de las formas
insolubles de péptido B-amiloide (AB), el cual forma placas seniles en espacios
extracelulares del cerebro, asi como en las paredes de los vasos sanguineos, y la
agregacion intracelular de la proteina hiperfosforilada de microtubulos Tau, formando

ovillos neurofibrilares en neuronas (lgbal et al, 2010; Chen et al, 2017a).

El péptido Ap deriva del procesamiento proteolitico de la proteina precursora amiloide
(APP). APP es una glicoproteina de membrana tipo 1 que juega un papel importante

en un amplio rango de actividades bioldgicas, incluyendo el desarrollo neuronal,
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sefializacién, transporte intracelular y otros aspectos de la homeostasis neuronal
(Chen et al, 2017a). El procesamiento de APP puede realizarse a través de dos rutas
proteoliticas, en las que intervienen dos proteasas de forma secuencial (Figura 1.1).
Mediante una ruta no amiloidogénica, APP es cortada por la proteasa a-secretasa
para liberar un fragmento soluble N-terminal al espacio extracelular (sAPPa).
Posteriormente, el fragmento C-terminal de APP (CTFa) que permanece en la
membrana es cortado por la y-secretasa para liberar un pequefio fragmento al
espacio extracelular (P3) y el dominio intracelular C-terminal del APP (AICD). Por el
contrario, en una ruta amiloidogénica, en el procesamiento del fragmento de APP
intervienen las proteasas B-secretasay y-secretasa (Nunan & Small, 2000). En primer
lugar, la B-secretasa corta APP generando un fragmento N-terminal soluble (sAPPp)
y otro C-terminal que permanece unido a la membrana (CTF). A continuacion, la y-
secretasa procesa el fragmento C-terminal liberando al interior celular el dominio
AICD y generando dos formas extracelulares de A, el péptido Ap de 40 aminoacidos
(ABao) y el péptido Ap de 42 aminoacidos (AB42) (Olsson et al, 2014). Estas dos formas
presentan una diferencia importante, ya que, mientras que AB4o es soluble, la forma
AB42 es hidrofébica. Analisis de las placas seniles de cerebros de pacientes con la
enfermedad de Alzheimer han demostrado que estan compuestas principalmente por
la forma A4z (Saido et al, 1995).

Ruta — Ruta
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Figura 1.1. Ruta proteolitica de APP. Esquema de las dos vias de procesamiento de APP. Abreviaturas:
AICD, dominio C-terminal de APP; CTF, fragmento C-terminal; sAPP, fragmento N-terminal. Modificado
de Chen et al. 2017.

La segunda proteina asociada a la enfermedad de Alzheimer es Tau, una proteina

asociada a microtubulos, expresada principalmente en los axones de las neuronas, y
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que actua en la estabilizacion de los microtubulos, siendo fundamental para el
mantenimiento de la estructura neuronal y la migracién de vesiculas de sefalizacion
(Roy et al, 2005). La actividad de Tau esta controlada por su estado de fosforilacion,
el cual se modula mediante dos quinasas (la quinasa dependiente de ciclina 5 y la
quinasa glicogeno sintetasa 3p) y dos fosfatasas (las fosfatasas 2A y 2B). En la
enfermedad de Alzheimer, esta regulacion de la fosforilacion es defectiva, resultando
en la aparicion de Tau hiperfosforilada la cual pierde su plegamiento, llegando a

formar agregados intracelulares (Kondo et al, 1988).

Existen dos tipos de la enfermedad de Alzheimer segun su origen: la familiar o la
esporadica. La forma familiar esta determinada genéticamente, y ocurre por la
mutacion en tres genes: el gen APP, que codifica para la proteina precursora
amiloide, en el cromosoma 21 (Kang et al, 1987), y los genes PSENT en el
cromosoma 14 (Sherrington et al, 1995) y PSNE2 en el cromosoma 1 (Levy-Lahad et
al, 1995), que codifican para las presenilinas 1 y 2, implicadas en el procesamiento
de APP, ya que constituyen la subunidad catalitica de la y-secretasa, y cuyas
mutaciones incrementan la produccion del péptido AP42 (Passer et al, 1999; Naruse
et al, 1998; Duff et al, 1996). Aunque las mutaciones en estos genes llevan a una
aparicion temprana de la enfermedad y son principalmente autosémicos dominantes,
so6lo representan el 5-10% de los casos. Por otro lado, se considera que la forma
esporadica de la enfermedad de Alzheimer es multifactorial, aunque con una
importante predisposicion genética. Varios estudios confirman que el alelo ¢4 del gen
APOE, que codifica la proteina plasmatica Apolipoproteina E y participa en la
redistribucion de colesterol y otros lipidos entre células, es el mayor factor de riesgo
genético para la predisposicion a la enfermedad de Alzheimer (Artiga ef al, 1998;
Saunders et al, 1993). Ademas, existen evidencias de que la obesidad, diabetes,
enfermedades cardiovasculares y la inflamacion sistémica, contribuyen al riesgo de
padecer la enfermedad de forma esporadica y reducen la edad de aparicion de los
primeros sintomas (Stewart, 1998; Hildreth et al, 2012).

1.2.2. Enfermedad de Parkinson.
La enfermedad de Parkinson es la segunda patologia neurodegenerativa en orden
de incidencia, que afecta aproximadamente al 2-3% de la poblacién mayor de 65

anos. Clinicamente se caracteriza por pérdida del equilibrio, bradiquinesia, rigidez y
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la presencia de temblores. A medida que la enfermedad progresa, los pacientes
experimentan un incremento de disfunciones motoras y también pueden desarrollar
otros sintomas como defectos cognitivos y demencia (Lees et al, 2009; Poewe et al,
2017). A nivel macroscopico, el cerebro de pacientes de Parkinson presenta una
progresiva degeneracion de neuronas dopaminérgicas principalmente en la sustancia
negra, aunque otras regiones pueden estar afectadas. A nivel celular, la enfermedad
se caracteriza por agregacion intracelular de la proteina pre-sinaptica a-sinucleina

formando los denominados cuerpos de Lewy (Poewe et al, 2017).

Tradicionalmente se consideré que la enfermedad de Parkinson era un desorden
enteramente idiopatico. Sin embargo, entre un 15-20% de los casos poseen un
componente hereditario (Cooper & Van Raamsdonk, 2018; Nuytemans et al, 2010).
Mutaciones en los genes PARK1/SNCA (que codifica para la proteina a-sinucleina)
y LRRK2 (Leucine-Rich Repeat Kinase 2, proteina multidominio conocida como
dardarina o0 PARKS8) son responsables de las formas autosémicas dominantes de la
enfermedad (Polymeropoulos et al, 1997; Cookson, 2010), mientras que las
mutaciones en los genes PARK2, PINK1, DJ-1 y ATP13A2 lo son de las formas
autosomicas recesivas (Nuytemans et al, 2010; Ramirez et al, 2006). El estudio de
estas mutaciones ha permitido comprender los procesos moleculares que se
encuentran afectados en la enfermedad de Parkinson. De esta forma, se sabe que la
mutacion en el gen PARK1/SNCA lleva a la aceleracion de la formacion de filamentos
de a-sinucleina, indicando que este proceso puede ser un paso temprano de la
enfermedad (Conway et al, 2000). LRRK2 es una quinasa cuya actividad enzimatica
tiene un papel en la funcion mitocondrial y la autofagia (Lewis & Manzoni, 2012);
PARK2 es una E3 ubiquitin quinasa que participa en la degradacion de proteinas via
proteasoma (Shimura et al, 2000); PINK1 posee diversas funciones relacionadas con
la biologia de las mitocondrias (Clark et al, 2006); DJ-1 es un potente antioxidante
que trasloca a la membrana mitocondrial y se considera que juega un papel
neuroprotector (Canet-Avilés et al, 2004), y la ATPasa lisosomal ATP13A2 parece
estar relacionada con la homeostasis de cationes intracelulares y la proteccion frente
a neurodegeneracion (Ramirez et al, 2006).
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1.2.3. Enfermedades de poliglutaminas.

Las enfermedades de poliglutaminas son una familia de nueve enfermedades
genéticas neurodegenerativas que incluyen la atrofia muscular espinal y bulbar
(SBMA), atrofia dentatorubro-palidoluisiana (DRPLA), la enfermedad de Huntington y
las ataxias espinocerebelosas (SCA) tipo 1, 2, 3, 6, 7 y 17 (Lieberman et al, 2019;
Todd & Lim, 2013). Estas enfermedades son causadas por repeticiones del triplete
CAG, que codifica para glutamina (Q), en la regién codificante de un determinado gen
(Malik et al, 2021). Estas repeticiones dan lugar a proteinas con una extension de
glutaminas (poliQ), convirtiéndolas en proteinas toxicas mediante un mecanismo de
ganancia de funcién con capacidad de formar agregados (Orr & Zoghbi, 2007).
Aunque la proteina elongada con residuos de glutamina en cada una de las
enfermedades es diferente y se ven afectadas distintas areas del cerebro, todas estas
patologias comparten algunas similitudes, incluyendo la  progresiva
neurodegeneracion y la presencia de agregados proteicos insolubles. Con respecto
a la herencia, a excepcion de la SBMA, la cual se encuentra ligada al cromosoma X,
el resto de enfermedades de poliglutaminas son autosdmicas dominantes (Weber et
al, 2014; Todd & Lim, 2013; Orr & Zoghbi, 2007).

Para cada una de estas enfermedades existe un umbral de repeticiones de glutamina
critico, el cual debe ser sobrepasado para que se desarrolle de la enfermedad (Tabla
1). Ademas, la edad con la que aparece la enfermedad y la severidad de sus sintomas
correlaciona con la longitud de las repeticiones de poliQ. Ejemplo de ello se muestra
en la enfermedad de Huntington, causada por la elongacion patolégica con
repeticiones de glutamina en la proteina Huntingtina (Htt) que, entre otras funciones,
sirve de andamiaje interaccionando con microtubulos, participa en rutas de
sefializacién neuronales y es esencial para el desarrollo embrionario y del sistema
nervioso central (MacDonald, 2003; Jimenez-Sanchez et al, 2017; Liu & Zeitlin, 2017).
Repeticiones de poliQ menores de 35 residuos en la proteina Htt no se asocian con
la enfermedad, repeticiones de 36 a 39 glutaminas pueden inducir la patologia y se
consideran el umbral para dicha enfermedad, mientras que repeticiones de 40 a 60
causan Huntington en adultos y Htt con mas de 60 glutaminas provocan la
enfermedad de Huntington en personas jévenes (Penney Jr et al, 1997; Snell et al,
1993).
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Tabla 1.1. Enfermedades por expansiéon de poliglutaminas. Abreviaturas: SBMA, atrofia muscular
espinal y bulbar; HD, enfermedad de Huntington; DRPLA, atrofia dentatorubro-palidoluisiana; SCA, ataxia
espinocerebelosa. Modificado de Lieberman et al, 2019.

Enfermedad| Locus; gen Proteina Expansién Expansion patogénica
normal de Q de poliQ
SBMA Xqll-ql2; AR Receptor de andrégeno 6-36 38-<70
HD 4p16.3; HTT Huntingtina 6-35 36-121
DRPLA 12p13; ATN1 Atrofina-1 3-38 49-88
SCA1 6p23; ATXN1 Ataxina-1 6-34 39-88
SCA2 12q24; ATXN2 Ataxina-2 14-31 32-77
SCA3 14q24-q31; ATXN3 Ataxina-3 12-40 55-86
SCA6 19p13; CACNA1A Cav2.1 4-18 21-33
SCA7 3p21-p12; ATXN7 Ataxina-7 7-18 38-200
SCA17 6p27; TBP Proteina deunicna TATA 25-43 45-63

1.3. Procesos moduladores de la neurodegeneracion.

Como se ha descrito anteriormente, la pérdida de proteostasis que lleva a la
formacion de agregados proteicos es uno de los principales procesos caracteristicos
del desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. Relacionado con la agregacion
de proteinas se encuentra el desbalance de la homeostasis redox, ya que el aumento
del estrés oxidativo lleva a que las proteinas puedan sufrir modificaciones oxidativas
irreversibles que hacen que pierdan su conformacion, llegando a convertirse en
sustratos de agregacion. Ademas, la acumulacién de proteinas oxidadas también
contribuye a elevar el estrés oxidativo, estableciéndose de este modo una
retroalimentacion entre la agregacion de proteinas y el estrés oxidativo (Lefaki et al,
2017; Jellinger, 2010).

Otro de los marcadores relacionados con las enfermedades neurodegenerativas es
la disfunciéon mitocondrial, intimamente relacionada con los dos anteriores. Existen
estudios que muestran que los agregados proteicos afectan directamente a la
integridad de la mitocondria y que mutaciones relacionadas con enfermedades

neurodegenerativas afectan la actividad normal de la mitocondria (Huang et al, 2019).
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Ademas, las enfermedades neurodegenerativas comparten otros procesos asociados
con la progresiva disfuncién y muerte neuronal, como deficiencias en los sistemas de
degradacion (proteasoma y autofagia), induccién de muerte celular programada
(apoptosis), neuroinflamacién debida a una respuesta inmune alterada o defectos en

la vascularizacion cerebral (Gan et al, 2018; Sweeney et al, 2018; Jellinger, 2010).

1.3.1. Agregacion de proteinas.

Las proteinas son sintetizadas por los ribosomas en una cadena polipeptidica lineal
que debe ser plegada en una estructura tridimensional para adquirir su conformacion
funcional. El plegamiento ocurre principalmente de forma espontanea debido a que
las partes no polares de la cadena polipeptidica se ocultan del medio acuoso en el
que se encuentran, pero también es llevado a cabo por diferentes moléculas que
asisten a las proteinas para alcanzar su estructura bioldgica funcional. La estabilidad
del plegamiento de las proteinas depende de factores locales como el pH, la
homeostasis redox o la temperatura, pero también se ve afectado por fallos
acumulativos en las proteinas debidos a mutaciones o polimorfismos. La pérdida del
plegamiento convierte a las proteinas en estructuras débilmente estables con la
capacidad de formar agregados, debido principalmente a interacciones entre
regiones hidrofobicas que quedan expuestas entre las proteinas mal plegadas (Chiti
et al, 2003; Bouziane & Chouarfia, 2020).

Aunque la mayoria de los agregados son amorfos, existen ciertos tipos de agregados
mucho mas estructurados, como los agregados de oligdmeros o las fibrillas amiloides
derivadas de éstos. Los amiloides se forman a partir de polipéptidos mal plegados
que se congregan formando oligdmeros amiloidogénicos con estructura de hoja
plegada 3 en un proceso llamado nucleacion primaria (Figura 1.2). Posteriormente,
varios oligdmeros se unen de forma antiparalela mediante puentes de hidrogeno
hasta formar fibribrillas amiloides maduras, termodinamicamente estables. Estos
agregados amiloides son estructuras que han sido relacionadas con el desarrollo de
diferentes proteinopatias, como las cataratas, diabetes tipo Il y las enfermedades

neurodegenerativas (Chuang et al, 2018; Ross & Poirier, 2004).
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Figura 1.2. Ruta de formacion de fibras amiloides. Modificado de Chuang et al. 2018.

Como se mostré en apartados anteriores, la agregacion de determinados tipos de
proteinas es una de caracteristicas en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas. Esto se ve reflejado en que la enfermedad de Alzheimer se
asocia con la formacién de placas seniles por la acumulacion extracelular del péptido
AB y la aparicion de ovillos neurofibrilares por la agregacion intracelular de la proteina
Tau; los pacientes de Parkinson presentan agregados de la proteina a-sinucleina,
dando lugar a la aparicién de cuerpos de Lewy; y las enfermedades de poliglutaminas
son debidas a proteinas elongadas con repeticiones del aminoacido glutamina que
les confiere la capacidad de formar agregados. Todas estas proteinas caracteristicas
de cada una de las enfermedades comparten la tendencia a formar fibrillas amiloides
(Ross & Poirier, 2004).

Existen numerosos estudios sobre factores que pueden influir en el proceso de
agregacion relacionado con la neurodegeneracion. Entre estos factores se
encuentran mutaciones que afectan a su estructura primaria de las proteinas, como
en el caso de las enfermedades de poliglutaminas, donde existe una clara correlacion
entre la expansién en el numero de repeticiones de glutaminas y la tendencia a la
agregacion de la proteina elongada. Otros estudios ven probable que la agregacion
pueda estar potenciada por el incremento de la concentracién de proteinas propensas
a la agregacién, como resultado de alteraciones genéticas que aumentan su sintesis.
Ejemplo de ello es que la enfermedad de Parkinson de origen familiar puede ser

causada por la triplicacion del locus PARK1/SNCA, aumentando la expresion de la

11



Introduccion

proteina a-sinucleina (Singleton et al, 2003), o el hecho de que individuos con
sindrome de Down, los cuales llevan una copia extra del locus APP en el cromosoma
21, presenten una deposicion mas temprana de placas de AB (Wisniewski et al,
1985). Ademas, se han localizado polimorfismos en promotores de los genes
asociados a enfermedades neurodegenativas que incrementarian la transcripcion vy,
por tanto, la cantidad de las proteinas asociadas a estas patologias, aumentando el

riesgo de su desarrollo (Singleton et al, 2004).

1.3.2. Disfunciéon mitocondrial.
Las mitocondrias son los principales organulos productores de energia en forma de
ATP de la célula, mediante la fosforilacion oxidativa. Sin embargo, como
consecuencia de su alto metabolismo oxidativo, en particular debido a la actividad de
los complejos | y lll de la cadena transportadora de electrones, las mitocondrias son
también la mayor fuente de especies reactivas del oxigeno (EROs), cuyo exceso
puede dar lugar a la aparicion de estrés oxidativo (Murphy, 2009). Dentro de la
mitocondria, las EROs pueden afectar a la produccion de energia debido a que
pueden alterar el ADN mitocondrial, el cual codifica proteinas esenciales para la

cadena transportadora de electrones (Islam, 2017).

Las neuronas son células con un alto metabolismo, consumiendo gran parte del ATP
producido por las mitocondrias. Esta alta dependencia de la actividad mitocondrial
es, en gran parte, la responsable de la relacion entre la disfuncidon mitocondrial y el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. Multitud de estudios han
demostrado que las enfermedades neurodegenerativas manifiestan eventos
patoldgicos comunes relacionados con las mitocondrias, entre los que se incluyen
disfuncion mitocondrial, la aparicion de estrés oxidativo y la muerte celular por
apoptosis. De hecho, existen mutaciones caracteristicas de ciertas enfermedades
neurodegenerativas que han sido directamente relacionadas con la alteracién de la
funcién mitocondrial (Lin & Beal, 2006; Islam, 2017).

En la enfermedad de Alzheimer, se ha observado que existe neurotoxicidad asociada
a dafio mitocondrial como consecuencia de la acumulacion del péptido AB. En esta
enfermedad, la proteina APP (precursor de proteina amiloide) puede ser translocada

y acumulada en la membrana de la mitocondria (Anandatheerthavarada et al, 2003)

12



Introduccion

donde, al ser procesada da lugar al péptido Ap, el cual interacciona con proteinas
mitocondriales causando disrupcion en el potencial de membrana y promoviendo la
apoptosis via liberacion del citocromo ¢, un componente esencial de la cadena
respiratoria cuya liberacion al citosol desencadena la apoptosis (Lustbader et al,
2004). Ademas, se ha observado que el péptido AP puede causar fragmentacion
mitocondrial (Wang et al, 2008). Esto es debido a que interfiere en la fusion
mitocondrial, proceso que se da entre dos 0 mas mitocondrias para intentar reducir
el estrés mitocondrial inducido por proteinas danadas o estrés oxidativo. Por otro
lado, la acumulacion de AB causa una excesiva generacion de EROS debido a su
interaccion con metales como el cobre, hierro y zinc (Deibel et al, 1996), lo que
exacerba la disfuncidon mitocondrial y el desbalance redox en las neuronas,

provocando dano neuronal.

La proteina a-sinucleina, asociada con la enfermedad de Parkinson, juega un papel
importante en neuronas dopaminérgicas, ya que participa en la sintesis, regulacion,
almacenamiento y liberacion de dopamina (Burré, 2015). La a-sinucleina puede ser
importada dentro de las mitocondrias y quedar unida a la membrana mitocondrial
interna de las neuronas dopaminérgicas, donde su acumulaciéon provoca disfuncion
mitocondrial, estrés oxidativo y neuropatologias derivadas de la inhibicién del
complejo | (Devi et al, 2008). Mutaciones relacionadas con la enfermedad de
Parkinson también afectan a la integridad de la mitocondria. Ejemplo de ello son las
mutaciones en los genes que codifican para las proteinas PINK1 y DJ1. PINK1 se
acumula selectivamente en mitocondrias disfuncionales, suprimiendo la toxicidad que
provoca la proteina a-sinucleina, a través de la induccion de la autofagia y, por tanto
la deficiencia de PINK1 exacerba la neurotoxicidad que causan estos agregados de
a-sinucleina (Oliveras-Salva et al, 2014). Por su parte, la proteina DJ1 actia como
un antioxidante mitocondrial (Andres-Mateos et al, 2007; Guzman et al, 2010). Esta
proteina posee un residuo de cisteina critico (C106) que es oxidado en condiciones
de estrés oxidativo, haciendo que DJ1 sea translocada al interior mitocondrial donde
ejerce su efecto neuroprotector (Canet-Avilés et al, 2004).

En pacientes de la enfermedad de Huntington, patologia debida a la expansion de
tripletes que codifican el aminoacido glutamina en la proteina Huntingtina (Htt),

también se ha descrito disfuncion mitocondrial. Asi, esta enfermedad ha sido
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asociada con un descenso en la sintesis de ATP y una menor actividad de los
complejos Il y lll de la cadena respiratoria de electrones (Milakovic & Johnson, 2005).
También, la expansion de la proteina Htt contribuye a la fragmentacion mitocondrial
mediante la desregulacion de proteinas que intervienen en el proceso de fusion
mitocondrial (Costa et al, 2010). Por otro lado, la proteina mutante Htt puede afectar
negativamente a procesos de control de la proteostasis como la autofagia y mitofagia
(Ochaba et al, 2014; Khalil et al, 2015).

1.3.3. Estrés oxidativo.

Otro de los marcadores comunes en las enfermedades neurodegenerativas es un
alto incremento del estrés oxidativo, el cual puede aparecer debido a factores como
el envejecimiento o situaciones patoldgicas. El cerebro es el 6rgano metabdlicamente
mas activo del cuerpo y es vulnerable al estrés oxidativo debido a varias razones:
posee una alta demanda de oxigeno, consumiendo el 20% del total del oxigeno del
cuerpo; metales como el hierro y el cobre se encuentran en altas concentraciones,
los cuales contribuyen activamente a la formacion de especies reactivas del oxigeno
(EROs); ademas, las membranas celulares de las células del cerebro son ricas en
acidos grasos poliinsaturados, los cuales son sustratos de peroxidacion lipidica
(Wang & Michaelis, 2010).

La aparicion de estrés oxidativo es debida a la pérdida de homeostasis redox, como
consecuencia de la excesiva produccion de EROs, que superan la capacidad
antioxidante de la célula. Los EROs fisiologicamente mas relevantes son el radical
hidroxilo (OH), el anién superéxido (Oz27) y, sobre todo, el perdxido de hidrogeno
(H202) (Figura 1.3). Los principales productores de EROs son las mitocondrias, a
través de la cadena transportadora de electrones (Murphy, 2009), el reticulo
endoplasmatico (RE), mediante el plegamiento oxidativo de las proteinas (Tu &
Weissman, 2004), y los peroxisomas, debido a la oxidacion de los acidos grasos
(Antonenkov et al, 2010). Los EROs son sustancias muy reactivas que tienen la
capacidad de reaccionar con diferentes macromoléculas presentes en las células, de
modo que pueden causar dafio estructural en el ADN, alterar la conformacion de las
proteinas, o provocar dafios en la membrana celular debido a la peroxidacién lipidica.
Estas modificaciones oxidativas de las macromoléculas pueden iniciar eventos que

finalmente desembocan en dafio neuronal (Sbodio et al, 2019).

14



Introduccion

Las proteinas constituyen las macromoléculas mas susceptibles al dafio oxidativo,
debido a su elevada concentracidn celular, asi como su alta capacidad de reaccionar
con EROs. El H202 ha sido ampliamente reconocido como un segundo mensajero
que modula rutas de sefializacion a través de modificaciones oxidativas
postraduccionales reversibles en las proteinas (Holmstrom & Finkel, 2014). Son
varios los residuos de aminoacidos que pueden sufrir modificaciones oxidativas, pero
son las cisteinas, debido a su grupo tiol (-SH), los aminoacidos mas sensibles al
estado redox de la célula. Entre las modificaciones reversibles de residuos de cisteina
se encuentran los puentes disulfuro, que pueden darse de forma intermolecular e
intramolecular, dando lugar a cambios de conformacién necesarios para la regulacion
de la funcion de las proteinas (Tu & Weissman, 2004). Sin embargo, altos niveles de
H202 pueden causar modificaciones irreversibles en el estado de oxidacién de las
cisteinas (acido sulfinico, SO2H y acido sulfonico, SOzH), haciendo que las proteinas
afectadas pierdan su plegamiento y sufran procesos de dimerizacion, oligomerizacion
e incluso agregacion (Holmstrom & Finkel, 2014; Wani et al, 2014; Pérez et al, 2009).

Numerosas condiciones patoldgicas, o el deterioro normal de la homeostasis celular
debido al envejecimiento, llevan a la pérdida del balance entre la produccion y
degradacion de EROs. Para contrarrestar la excesiva acumulacion de EROs y
prevenir la aparicion de estrés oxidativo, las células poseen diferentes sistemas
antioxidantes. Cada antioxidante posee una funcién distinta, asi, algunos son
responsables de la detoxificacion del anidén superoxido, otros actian exclusivamente
sobre el H202 y otros ejercen su funcion antioxidante sobre macromoléculas como

las proteinas (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Dafno y proteccion frente a especies reactivas de oxigeno. Abreviaturas: SOD, superéxido
dismutasa; Prx, peroxirredoxina; CAT, catalasa; GPx, glutatién peroxidasa; GR, glutation reductasa; Grx,
glutarredoxina; Prot, proteina; TrxR, tiorredoxina reductasa; Trx, tiorredoxina. Basado en Kupsco &
Schlenk, 2015.

1.3.3.1. Antioxidantes.
Un antioxidante es una sustancia que reduce o previene la oxidacion de un sustrato
oxidable. Los organismos han desarrollado complejos sistemas antioxidantes que
pueden ser tanto enzimaticos como no enzimaticos, los cuales trabajan de forma

conjunta para proteger al organismo frente al dafio oxidativo.

1.3.3.1.1. Antioxidantes no enzimaticos.
1.3.3.1.1.1. Vitaminas E y C.
Pequefias moléculas como las vitaminas E y C forman una potente defensa
antioxidante frente a altos niveles de EROs. La vitamina E es soluble en lipidos y
tiene la capacidad de reaccionar mas rapidamente con los radicales perdxidos de los
acidos grasos poliinsaturados, rompiendo la reaccién en cadena de la peroxidacion
lipidica. Esto hace que la vitamina E tenga una funcion antioxidante esencial en
membranas celulares y lipoproteinas (Singh et al, 2005).
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Por su parte, la vitamina C o acido ascorbico, actia como potente antioxidante en
ambientes acuosos, jugando un papel importante en la proteccién de los grupos tiol
de las proteinas frente a la oxidacion. La vitamina C puede actuar como cofactor de
antioxidantes enzimaticos, pero también es un agente reductor por si sélo con

capacidad de detoxificar EROs como el peréxido de hidrégeno (Kojo, 2005).

1.3.3.1.1.2. Glutation (GSH).
El glutation es sin duda el antioxidante no enzimatico mas importante debido a su
multifuncionalidad y abundancia. Se trata de tripéptido sintetizado a partir de
glutamato, cisteina y glicina por la accion consecutiva de dos enzimas dependientes
de ATP. La primera enzima, y-glutamilcisteina sintetasa (GCS) forma un inusual
enlace peptidico entre el grupo y-carboxil del glutamato y el grupo amino de la cisteina
formando y-glutamilcisteina. En el segundo paso, la enzima glutation sintetasa (GS)
cataliza la adicién de glicina a la y-glutamilcisteina formada en el paso anterior. Una
vez sintetizado en el citoplasma, es distribuido al interior de organulos tales como la

mitocondria, el nucleo o el reticulo endoplasmatico (Lu, 2013; Forman et al, 2009).

El glutation puede existir como dos formas, una forma tiol-reducida (GSH) y otra
disulfuro-oxidada (GSSG, compuesta por dos moléculas de GSH unidas por puente
disulfuro), siendo la forma reducida la mas predominante bajo condiciones
fisiolégicas, suponiendo alrededor del 98% del glutation total presente en la célula. El
GSSG es formado cuando el GSH actia como reductor bioloégico, y debe ser
reciclado por la enzima glutatién reductasa (GSR), la cual cataliza la reduccién del
GSSG a expensas del poder reductor del NADPH (Forman et al, 2009; Ballatori et al,
2009).

El GSH se encuentra predominantemente en su forma reducida, en una ratio
GSH/GSSG de aproximadamente 100/1, excepto en el reticulo endoplasmatico,
donde existe un ambiente mas oxidante en comparacién con el ambiente reductor del
citoplasma, con una ratio GSH/GSSG en torno a 2/1 (Hwang et al, 1992). Este
ambiente oxidante del reticulo endoplasmatico es fundamental para el correcto
plegamiento y la ruta secretora de las proteinas que tiene lugar en su interior (Hwang
et al, 1992).
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La capacidad antioxidante del GSH viene dada por el grupo tiol de la cisteina, el cual
tiene capacidad de donar un electron. EIl GSH puede reaccionar directamente con Oz
y OH para su eliminacién, ser conjugado con compuestos xenobidticos por la accion
de las enzimas glutation transferasas para su detoxificacion, actuar como cofactor de
varias enzimas antioxidantes, asi como regenerar las vitaminas C y E a sus formas
activas (Aquilano et al, 2014; Singh et al, 2019; Townsend et al, 2003).

Aparte de su importante papel como molécula antioxidante, el GSH participa en la
regulacion de la sefalizacion redox, ya que puede unirse de forma reversible al grupo
tiol de las cisteinas de las proteinas (Prot-SH), mediante un proceso llamado
glutationilacién, generando proteinas glutationiladas (Prot-SSG). Las glutarredoxinas
son las enzimas responsables de llevar a cabo este proceso reversible, ya que
catalizan tanto la formacion como la reduccién del enlace disulfuro entre los grupos
tiol de las proteinas y el GSH. La glutationilacion supone un importante mecanismo
de regulacion de la actividad de las proteinas, ya que tiene la capacidad de activar o
inactivar a las proteinas, ademas de proteger de una oxidacion irreversible a

proteinas con residuos de cisteina sensibles a regulacién redox (Xiong et al, 2011).

1.3.3.1.2. Antioxidantes enzimaticos.
1.3.3.1.2.1. Superoxido dismutasa.
La superoxido dismutasa (SOD) es una de las mas potentes enzimas antioxidantes
celulares. Esta enzima esta constituida por dos subunidades, cada una de las cuales
posee un sitio activo con un ion metalico unido (cobre, zinc 0 manganeso) que permite
la conversion de los aniones superéxido a H202. Asi, a través de sucesivos ciclos de
oxidacion y reduccién de los iones metalicos del sitio activo, la SOD es capaz de
neutralizar los aniones superéxido. La SOD existe en varias isoformas, las cuales
difieren en la naturaleza del metal del sitio activo y su localizacion subcelular. En
humanos existen tres formas: la citosolica Cu/Zn-SOD (SOD1), la mitocondrial Mn-
SOD (SOD2) y la forma extracelular Cu/Zn-SOD (SOD3) (Sheng et al, 2014;
Sirangelo & lannuzzi, 2017).

1.3.3.1.2.2. Catalasas.
Las catalasas son las enzimas responsables de la conversion del H202 en agua y

oxigeno, utilizando como cofactor hierro o manganeso en una reaccion de dos pasos.
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En un primer paso, la reacciéon con el H202 da lugar a un intermediario enzimatico
oxidado y la liberaciéon de una molécula de agua. En el segundo paso, el intermediario
es reducido mediante la donacién de dos electrones por parte de una segunda
molécula de H20z2, regenerandose la enzima libre, agua y oxigeno. Las catalasas se
localizan principalmente en el interior de los peroxisomas, pero también se

encuentran en el citoplasma y las mitocondrias (Nandi et al, 2019).

1.3.3.1.2.3. Tiorredoxinas.

Otro de los sistemas antioxidantes mas importantes de la célula son las tiorredoxinas
(Trx), proteinas con actividad oxidorreductasa que estan conservadas evolutivamente
desde procariotas hasta mamiferos. Poseen una estructura terciaria caracteristica
que consiste, en la forma mas basica, en tres a-hélices que rodean a un nucleo
central con cuatro hebras de hoja plegada . Los organismos superiores pueden
poseer una a-hélice o una hoja plegada B adicional (Figura 1.4) (Collet & Messens,
2010; Lillig & Holmgren, 2007). El grupo de proteinas que comparten este tipo de
plegamiento se engloban en la llamada “familia con plegamiento tiorredoxina”, cuyos
principales componentes son las tiorredoxinas, glutarredoxinas y las proteinas
disulfuro isomerasa, todas ellas involucradas en reacciones de intercambio tiol-
disulfuro. Miembros de esta familia son también la glutation peroxidasa y las
peroxirredoxinas, cuya principal funcion es la detoxificacion de H202 (Hanschmann et
al, 2013).

Figura 1.4. Plegamiento tiorredoxina. Representacion de las estructuras secundarias y tridimensional
de Trx. La estructura consiste en 4 hélices o (rojo) y 5 hojas plegadas 3 (amarillo). El sitio conservado
CXXC se localiza cerca del extremo N terminal de la hélice a2. Modificado de Collet & Messens, 2010.

Las tiorredoxinas poseen un sitio activo conservado con dos cisteinas (Cys-Gly-Pro-
Cys), cuyos grupos tiol (SH) son esenciales para la reduccién de puentes disulfuro
(S-S) de las proteinas en un proceso de dos pasos. Primero, la cisteina en posicion
N-terminal inicia un ataque nuclecfilico al enlace disulfuro de la proteina sustrato,

formandose un intermediario entre la tiorredoxina y la proteina. Posteriormente, la
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cisteina en posicion C-terminal de la tiorredoxina reduce el enlace intermedio formado
anteriormente dando como resultado la formacion de un enlace disulfuro en la
tiorredoxina, la cual queda oxidada, y la rotura del puente disulfuro de la proteina
sustrato, la cual queda reducida. La tiorredoxina es entonces reducida por la
tiorredoxina reductasa (TrxR), la cual utiliza NADPH como donador de electrones
(Figura 1.5) (Collet & Messens, 2010; Lillig & Holmgren, 2007).

Se= S Seg Sem g

NADPH + H’ @ @

NADP* @ @

SH sH
SH sH SH sH

Figura 1.5. Sistema tiorredoxina. Representacién esquematica del flujo de electrones en el sistema
tiorredoxina. Las tiorredoxinas (Trx) reducen proteinas oxidadas con electrones procedentes del NADPH
via tiorredoxina reductasa (TrxR).

Las tiorredoxina reductasas son oxidoreductasas necesarias para la reduccion del
disulfuro en el sitio activo de las tiorredoxinas, siendo por tanto responsable del
mantenimiento del pool de tiorredoxina reducida activa. Las tiorredoxinas reductasas
son flavoenzimas homodiméricas con una conformacion antiparalela, donde cada
subunidad contiene un dominio de unién al FAD y otro al NADPH, ademas de dos
sitios activos redox (en mamiferos, Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys en el extremo N-
terminal y Gly-Cys-SeCys-Gly en el extremo C-terminal). El hecho de la presencia de
selenocisteina en uno de los sitios activos permite identificar a las tiorredoxina
reductasas como selenoproteinas. Las selenocisteinas son residuos analogos a la
cisteina que poseen un grupo selenol (SeH) en lugar del grupo tiol de la cisteina y
que confieren a las selenoproteinas una alta reactividad y propiedades redox Unicas
debido a las caracteristicas quimicas inherentes al atomo de selenio (Johansson et
al, 2005). Ademas de ser las responsables el reciclaje de tiorredoxinas oxidadas,
otros sustratos de las tiorredoxinas reductasas incluyen la glutarredoxina 2 (Grx2),
proteina disulfuro isomerasa A y otros sustratos no proteicos como el selenito,

ubiquinona o el citocromo ¢ (Arnér, 2009).
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En conjunto, las tiorredoxinas y las tiorredoxinas reductasas componen el sistema
tiorredoxina. En mamiferos existen dos sistemas tiorredoxinas: Trx1 y TrxR1
constituyen el sistema citosolico (Gasdaska et al, 1995), en el que Trx1 puede ser
traslocada al nucleo o ser secretada fuera de la célula bajo ciertas circunstancias
(Rubartelli et al, 1992); y Trx2 y TrxR2 que forman el sistema mitocondrial (Miranda-
Vizuete et al, 1999). Ademas, existen otros miembros de la familia tiorredoxina
especificos de tejido y/o organulo que incluyen a las tiorredoxinas especificas de
espermatidas SpTrx1, SpTrx2 y SpTrx3, asi como la TxI2 (thioredoxin-like 2),
especifica de microtubulos (Miranda-Vizuete et al, 2004) y una tiorredoxina glutation
reductasa (TGR) expresada principalmente en células germinales masculinas (Arnér,
2009).

Debido a su variedad de sustratos, el sistema tiorredoxina mediante su actividad
oxidoreductasa regula procesos diversos como la sintesis de ADN, proliferacion
celular, proteccién contra la apoptosis, regulacion de la transcripcién, modulacién de
la respuesta inmune y el control de los niveles de H202 y peroxidacion lipidica
(Torvard C. Laurent et al, 1964; Saitoh et al, 1998; Matthews et al, 1992; Schenk et
al, 1996; Berggren et al, 2001).

1.3.3.1.2.4. Glutarredoxinas.
Las glutarredoxinas (Grxs) son oxidorreductasas que participan en el intercambio tiol-
disulfuro y que pertenecen a la familia de proteinas tiorredoxinas. Las glutarredoxinas
son estructuralmente similares a las tiorredoxinas pero se diferencian de estas en
que son enzimas dependientes de GSH. Catalizan la reducciéon de puentes disulfuro
a través de un sistema que involucra NADPH, glutation reductasa (GR) y GSH y que

en su conjunto componen el sistema glutation (Figura 1.6) (Lillig et al, 2008).
s§=5 S=s
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<« Figura 1.6. Sistema glutation. Representacidén esquematica del flujo de electrones en el sistema glutation.
Las glutarredoxinas (Grx) reducen proteinas oxidadas con electrones procedentes del glutatiéon (GSH), el
cual queda oxidado (GSSG) y es reciclado a su forma reducida por la favoenzima dependiente de NADPH
glutatiéon reductasa (GR).

Dependiendo del numero de cisteinas en su sitio activo, las glutarredoxinas se
clasifican como ditidlicas (Cys-Pro-Tyr-Cys) o monotidlicas (Cys-Gly-Phe-Ser). Los
mamiferos poseen cuatro isoformas de glutarredoxinas: las ditiol Grx1 y Grx2, y las
monotiol Grx3 y Grx5. Las glutarredoxinas Grx1 y Grx3 se localizan en el citoplasma
y el nucleo, aunque Grx1 puede ser encontrada en la superficie de las mitocondrias
o ser secretada al exterior de la célula (Fernando et al, 1994; Witte et al, 2000). Las
isoformas Grx2 y Grx5 tienen una localizacion mitocondrial (Hudemann et al, 2009;
Johansson et al, 2011). Ambas formas, ditiol y monotiol, son capaces de utilizar GSH
como sustrato y de participar en la glutationilacién y deglutationilacién de proteinas,
sin embargo, son las glutarredoxinas ditidlicas las que realizan la reduccion de
puentes disulfuro (Lillig et al, 2008; Hanschmann et al, 2013).

Las glutarredoxinas son oxidorreductasas mas versatiles que las tiorredoxinas en
cuanto a la variedad de sustratos. Al igual que las tiorredoxinas, las glutarredoxinas
catalizan la reduccién de puentes disulfuros reversibles en las proteinas utilizando los
residuos tiol del sitio activo Cys-Pro-Tyr-Cys, donde la cisteina N-terminal se
encuentra expuesta en la superficie favoreciendo ser atacada por el GSH, mientras
que la cisteina C-terminal se encuentra en el interior hidrofébico de la enzima. En un
primer paso, la cisteina N-terminal realiza un ataque nucleofilico sobre el enlace
disulfuro de la proteina diana, quedandose unido a ella. A continuacion, este enlace
es atacado por la cisteina C-terminal, formandose un enlace disulfuro en la
glutarredoxina y liberandose la proteina diana reducida. Este enlace disulfuro de la
glutarredoxina no es eliminado de forma enzimatica como en el que caso de las
tiorredoxinas (que eran reducidas por la tiorredoxina reductasa), sino que la accién
secuencial de dos moléculas de GSH, que actuan sobre la cisteina N-terminal de la
glutarredoxina, la devuelven a su estado reducido. Finalmente, las dos moléculas de
GSH que han quedado oxidadas (GSSG) en el proceso de reduccion de la
glutarredoxina, son de nuevo reducidas por la glutation reductasa, la cual obtiene
poder reductor del NADPH (Hanschmann et al, 2013). Al igual que la tiorredoxina

reductasa, la glutation reductasa es una flavoenzima homodimérica antiparalela, en
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la que cada subunidad posee tres dominios principales, uno de unién a FAD, otro a

NADPH y un tercero para la union a GSSG.

Entre sus funciones, ademas de estar involucradas en el intercambio general de tio-
disulfuro de las proteinas, las glutarredoxinas, al igual que las tiorredoxinas, son
fuente de electrones para ribonucleétido reductasa, permitiendo la conversion de
ribonucledtidos a deoxiribonucledtidos (Holmgren, 1976). Ademas, son responsables
de la reduccién del acido ascérbico (vitamina C), ofrecen proteccion frente apoptosis
y participan en la homeostasis del hierro (Wells et al, 1990; Enoksson et al, 2005;
Berndt et al, 2007; Lillig et al, 2008).

1.3.3.1.2.5. Glutatiéon peroxidasas.
Las glutation peroxidasas (GPx) son una familia de enzimas que catalizan la
reduccion del H20:2 y peroxidos lipidicos utilizando GSH como donador de electrones.
Se encuentran localizadas tanto en el citoplasma como en la mitocondria. Existen
cinco isoformas de glutatién peroxidasas que poseen selenocisteina en su sitio activo,
y otras tres isoformas en las que el sitio activo contiene cisteina (Brigelius-Flohé &
Maiorino, 2013).

1.3.3.1.2.6. Peroxirredoxinas.
Las peroxirredoxinas (Prxs) son, al igual que tiorredoxinas y glutarredoxinas,
oxidorreductasas pertenecientes a la familia con plegamiento de tiorredoxinas. Estas
enzimas se expresan en diferentes isoformas (en mamifero son seis) y se localizan
en varios compartimentos celulares, como el citoplasma, nucleo, peroxisomas,
mitocondria o reticulo endoplasmatico. Las peroxirredoxinas intervienen en la
reduccion del H202, a través de la interaccion directa entre el H202 y un residuo
conservado de cisteina de su sitio activo (Wood et al, 2003; Hofmann et al, 2002). Se
clasifican en dos categorias, 1-Cys Prxs o 2-Cys Prxs, basadas en el niumero de
residuos de cisteina que participan directamente en la catalisis. Ademas, las 2-Cys
Prxs se dividen en dos clases llamadas “tipica” o “atipica”, siendo las primeras
homodimeros y las segundas monémeros. La reduccion del H202 por parte de las 2-
Cys Prxs conlleva la formacion de un enlace disulfuro entre las cisteinas que
intervienen en la reaccion, el cual es reducido por el sistema tiorredoxina,

completando el ciclo catalitico (Hofmann et al, 2002).
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1.4. Mecanismos de regulacion de la proteostasis.

El mantenimiento de la proteostasis tiene lugar a lo largo de todas las etapas de la
vida de las proteinas. En primer lugar, debe asegurarse una correcta sintesis de la
cadena polipeptidica, la cual debe ser plegada para adquirir su conformacion
funcional. El adecuado control para que las proteinas mantengan su conformacion,
asi como la reparacién por la pérdida del plegamiento es llevado a cabo por un
sistema de chaperonas moleculares. En caso de que estas proteinas mal plegadas
no puedan ser reparadas, seran degradadas mediante el proteasoma, mientras que
la autofagia se encargara de la eliminacion de aquellos agregados que forman estas
proteinas mal plegadas. Por otro lado, existen otros mecanismos secundarios, pero
esenciales, como la UPR (unfolded protein response), que participan en el

mantenimiento de la proteostasis respondiendo ante situaciones de estrés.

1.4.1. Plegamiento de proteinas.
Las proteinas deben ser plegadas en su estado nativo activo cuando emergen del
ribosoma, asi como tras los cambios de plegamiento que sufre su conformacion a lo
largo de su vida media. Del éxito de este proceso depende la salud de la célula y el

fracaso conlleva a la aparicion de enfermedades.

Las primeras aportaciones al campo del plegamiento de las proteinas fueron
realizadas por Christian B. Anfinsen y colaboradores en los afios 60. En sus
experimentos, realizados con la ribonucleasa pancreatica, una pequefia proteina de
124 aminoacidos, observaron como tras su completa desnaturalizacion, esta proteina
espontaneamente se volvia a plegar y adquirir su conformacién activa una vez
restablecidas las condiciones fisioldgicas “in vitro” (Anfinsen et al, 1961). Estos
resultados llevaron a establecer la “hipétesis termodinamica”, por la cual, la estructura
tridimensional nativa de una proteina dentro de su medio fisiolégico normal
(solventes, pH, fuerza i6nica, presencia de otros componentes como iones metalicos
0 grupos prostéticos, temperatura y otros) es aquella en la que la energia libre de
Gibbs de todo el conjunto es menor, y que por tanto, la conformacion nativa de cada
proteina vendria determinada por la secuencia de aminoacidos (Anfinsen, 1973).
Posteriormente, Cyrus Levinthal planted que ningun proceso de plegado no dirigido
seria capaz de encontrar la estructura nativa por busqueda aleatoria a través de la

gran cantidad de opciones estructurales (Levinthal, 1968). Lo que se plante6 en la
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conocida como “paradoja Levinthal” es que, debido al gran numero de grados de
libertad que posee una cadena polipeptidica lineal, la molécula posee un numero de
posibles conformaciones astronémico y, aunque la proteina fuese capaz de explorar
estas conformaciones a una enorme velocidad, le tomaria un tiempo de muchos afios
explorar todas las posibilidades para alcanzar su conformacién nativa. Por lo tanto,
Levinthal propuso que la busqueda conformacional estocastica no es el mecanismo
real de plegamiento, sino que este deber ser un proceso dirigido, sefialando que este
proceso es acelerado y guiado por la formacion rapida de interacciones locales que
determinan el futuro del plegado de la cadena y sugiriendo la existencia secuencias
de aminoacidos locales que forman interacciones estables y sirven como puntos de
nucleacién en el proceso de plegado. Es decir, lo que propuso es que las proteinas
se plegarian a través de una serie de estados metaestables intermedios (Levinthal,
1968; Englander & Mayne, 2014).

En este sentido han ido encaminados los mas recientes estudios, formando una
“nueva vision” sobre el plegamiento de proteinas. Asi, se han desarrollado teorias
que establecen que el plegamiento de las proteinas ocurre a través de una serie de
intermediarios transitorios, donde cada uno de los cuales tiene menor energia que el
anterior, desde las conformaciones mas lineales, pasando por otras mas
compactadas, hasta alcanzar el estado nativo (Dill & Chan, 1997; Dinner et al, 2000;
Baldwin, 1995). Esta interpretacion sobre el plegamiento ha podido ser validada para
muchas proteinas gracias a que sus intermediarios de plegamiento son lo
suficientemente estables para acumularse y poder ser detectados (Bachmann et al,
2011; Georgescu et al, 1998; Jamin & Baldwin, 1996; Roder et al, 1988; Jennings &
Wright, 1993; Udgaonkar & Baldwin, 1988; Khorasanizadeh et al, 1996).

El plegamiento se inicia con interacciones débiles, no covalentes y de corto alcance,
que forman estructuras secundarias en regiones locales del polipéptido. Las fuerzas
hidrofobicas conducen al colapso de la cadena y el enterramiento de los aminoacidos
no polares dentro del nucleo de la estructura, conformando el estado de “glébulo
fundido” (Kuwajima, 1989; Roder, 1995). A continuacion, se forman interacciones de
medio y largo alcance mediante el reordenamiento del estado de “glébulo fundido”
hasta llegar a la conformacion nativa de la proteina. De este modo, una proteina
puede alcanzar su estado nativo a través de una de las muchas rutas e intermediarios

posibles, cada una de las rutas quedando definida por la linea de menor energia entre

25



Introduccion

un estadio intermedio y siguiente. El conjunto de las energias correspondientes a
todas las conformaciones posibles se le conoce como “paisaje energético” (Dill &
Chan, 1997), el cual tendria forma de embudo, donde el estado desnaturalizado se
compone de un gran numero de conformaciones con mayor energia, en la parte
superior del embudo, mientras que las posibles conformaciones que puede adquirir
la proteina se van reduciendo hasta llegar al estado nativo de menor energia en el
fondo del embudo (Figura 1.7) (Dill & Chan, 1997; Balchin et al, 2016). Sin embargo,
este descenso en la energia libre hasta un estado nativo termodindmicamente
favorable es irregular, apareciendo barreras de energia cinética entre los
intermediaros, principalmente en las proteinas de mayor tamafio (>100aa) (Brockwell
& Radford, 2007; Dinner et al, 2000).

a b Proteina desplegada

Estados de glébulo
fundido Estados de

transicion

Energia

Proteina
nativa

Proteina
nativa

Figura 1.7. Esquema de embudo de plegamiento. a) Representacion tridimensional con barreras
cinéticas y estrechamientos hacia el estado nativo. Modificado de Dill & Chan, 1997. b) Representacion en
dos dimensiones con barreras cinéticas dibujadas en los bordes. Modificada de Englander & Mayne, 2014.

Estas barreras cinéticas constituyen un peligro de pérdida del plegamiento de los
intermediarios, debido a la formaciéon de interacciones inespecificas. Para superar
estas barreras, las proteinas son asistidas por componentes celulares como las
chaperonas moleculares, que previenen la pérdida de plegamiento y rebajan la
energia libre de las barreras cinéticas proporcionando una ruta mas eficiente para
que la proteina adquiera su conformaciéon correcta (Figura 1.8) (Dobson, 2003;
Balchin et al, 2016), asi como por proteinas cataliticas que aceleran la transicion de
un intermediario a otro, como la proteina disulfuro isomerasa, con capacidad de

generar puentes disulfuro que estabilizan a las proteinas, asi como de modificar y
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eliminar estos enlaces cuando se forman de manera incorrecta (Wilkinson & Gilbert,
2004).

Proteinas "
‘ desplegadas ) 1 ‘ ‘h»
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i Chaperonas
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Figura 1.8. Esquema de formacién de agregados. Durante el plegamiento, las proteinas adquieren
varias conformaciones mientras descienden hasta el estado nativo termodinamicamente favorable (zona
verde). Las barreras cinéticas retienen a los intermediaros de plegamiento y proteinas parcialmente
plegadas. Las chaperonas moleculares asisten en el plegamiento rebajando la energia libre para superar
las barreras y previniendo interacciones intermoleculares aberrantes (zona roja). Modificado de Balchin et
al, 2016.

1.4.1.1. Asistentes de plegamiento.
1.4.1.1.1. Proteina disulfuro isomerasa (PDI).

En situaciones fisiologicas, la conformacién funcional de muchas proteinas es
estabilizada mediante los puentes disulfuro. La formacién de estos enlaces es poco
habitual dentro del ambiente reductor del citoplasma. Por el contrario, son favorecidos
en el ambiente oxidante que posee el reticulo endoplasmatico (RE), donde se da el
plegamiento oxidativo de las proteinas, sobre todo en aquellas proteinas destinadas
a la ruta secretora y de membrana (Kosuri et al, 2012; Linke & Jakob, 2003).

El RE es un organulo fundamental responsable del plegamiento, modificaciones post-
traduccionales, transporte y control de calidad de las proteinas recién sintetizadas.
En el lumen de este organulo se da el plegamiento oxidativo de las proteinas,
mediado por las PDI (Proteinas disulfuro isomerasas), un grupo de proteinas con
dominios tiorredoxina, que fueron primeramente localizadas en el RE pero que
posteriormente han sido detectadas también en el citoplasma, nucleo y en el espacio

extracelular (Turano et al, 2002).

Las PDI tienen dos funciones principales: actividad como chaperona y como

oxidorreductasa (Ferrari & Soéling, 1999). El dominio catalitico de las PDI posee un
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sitio activo compuesto por dos cisteinas separadas por una glicina y una histidina
(Cys-Gly-His-Cys) siendo los grupos tiol de las dos cisteinas donde recae la actividad
oxidorreductasa. El estado redox de las dos cisteinas del sitio activo, asi como las
propiedades de sus sustratos, determinan si las PDI tienen actividad de oxidacién
(formacién), reduccion (romper) o isomerizacion (reestructuracion) de puentes
disulfuro (Wilkinson & Gilbert, 2004).

Cuando la PDI media el plegamiento oxidativo de proteinas recién sintetizadas, dos
cisteinas de la proteina diana se oxidan a disulfuro, mientras que el sitio activo de la
PDI, que se encontraba oxidado, es reducido al estado ditiol. Al quedar reducida al
formar el puente disulfuro a la proteina naciente, la PDI es rapidamente oxidada
mediante oxidantes presentes en el RE tanto enzimaticos, principalmente por la
oxidorreductasa Ero1, asociada a la membrana del RE, asi como por oxidantes no
enzimaticos, como el GSSG (Hudson et al, 2015).

El plegamiento oxidativo de las proteinas no esta exento de errores y se puede dar
un plegamiento incorrecto de las proteinas. Los puentes disulfuro erréneos pueden
ser corregidos mediante las actividades de isomerizacién o reduccién de las PDI. En
la reaccion de reduccién, la PDI debe encontrarse en estado reducido previamente.
Esta reduccion la llevan a cabo agentes reductores como el GSH, que donan
electrones para reducir el disulfuro de la PDI a estado ditiol. A partir de la PDI
reducida, en enlace disulfuro de la proteina mal plegada es reducido por la PDI al
estado ditiol, mientras que la PDI queda oxidada nuevamente. Cuando el mal
plegamiento de las proteinas requiere la isomerizacién del puente disulfuro, la PDI
debe ser reducida para poder romper el puente disulfuro de la proteina vy
posteriormente, crear el enlace correcto mediante su actividad oxidativa (Wilkinson &
Gilbert, 2004).

Como se ha visto, el estado redox de la PDI viene determinado en gran medida por
la ratio GSH/GSSG, donde en el RE es mas oxidado que en el citoplasma, siendo
éste un ambiente 6ptimo para la formacion de puentes disulfuro en las proteinas.
Como consecuencia, variaciones en la ratio GSH/GSSG afectan directamente en la

capacidad de plegamiento de las proteinas por parte de la PDI (Hwang et al, 1992).
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1.4.1.1.2. Chaperonas moleculares.

Las chaperonas moleculares, también conocidas como HSPs (heat shock proteins),
son proteinas que tienen un papel fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis celular tanto en situaciones normales, asistiendo al plegamiento de
proteinas recién sintetizadas, como participando en la reparacion, evitando la
agregacion de proteinas mal plegadas o potenciando la protedlisis en el caso de no
poder solventar el mal plegamiento. Las chaperonas moleculares previenen
interacciones impropias entre la cadena polipeptidica, pero no crean enlaces en las
proteinas. Las proteinas mal plegadas presentan sus residuos hidrofobicos al
ambiente acuoso celular, lo que lleva a formar interacciones entre ellas y agregar.
Las chaperonas moleculares son capaces de unirse a estos residuos hidrofobicos,
impidiendo que se produzcan interacciones inapropiadas, ademas de revertir el mal
plegamiento de las proteinas para darles una nueva opcién de plegamiento (Hinault
et al, 2006; Mamipour et al, 2017).

En las células eucariotas, las chaperonas se encuentran en el citoplasma, nucleo y
organulos como la mitocondria o el RE. Se pueden clasificar dentro de cinco familias
en funcién de su peso molecular, que incluyen las HSP100 (heat shock protein 100),
HSP90, HSP70, HSP60 y las sHsps (small Hsps) (Mamipour et al, 2017).

La expresidén de chaperonas esté principalmente controlada por un pequefio grupo
de factores de transcripcion llamados HSFs (heat shock factors), entre los cuales,
HSF1 es el mas conservado en eucariotas. HSF1 es mantenido en el citoplasma en
un estado inactivo en ausencia de estrés por su asociacion con las chaperonas
HSP70 y HSP9O0 (Zou et al, 1998; Morimoto, 1998). Ante situaciones de estrés, como
las altas temperaturas o el estrés oxidativo, que supondrian un incremento de
proteinas mal plegadas, estas chaperonas se separan de HSF1 y se unen a las
proteinas mal plegadas. De este modo, HSF1 quedaria libre para pasar al nucleo y
transcribir genes de HSPs asi como un amplio rango de componentes del
mantenimiento de la proteostasis (Morimoto, 1998).

Ya que la pérdida de homeostasis redox provoca danos en la estabilidad del
proteoma, no es de extrafar que las chaperonas se encuentren reguladas a nivel

transcripcional y traduccional bajo condiciones de estrés oxidativo. Se ha descrito
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que HSF1 posee la capacidad de sensar el estrés oxidativo a través de dos residuos
de cisteina que posee dentro del dominio de unién a ADN (Ahn & Thiele, 2003).
Ademas, la chaperona HSP70 participa en la regulacion de la degradacion de
proteinas via proteasoma durante la adaptacion al estrés oxidativo, proporcionando
a la célula un incremento de la capacidad de degradar proteinas oxidadas (Grune et
al, 2011).

1.4.2. FOXO.

Los factores de transcripcion FOXO son unos reguladores conservados
evolutivamente desde invertebrados hasta mamiferos, que estan involucrados en
multitud de procesos fisiologicos y patoldgicos, incluyendo el envejecimiento, cancer,
estrés oxidativo o en enfermedades neurodegenerativas. Mientras que
Caenorhabditis elegans y Drosophila poseen un solo factor FOXO, la familia FOXO
en mamiferos esta compuesta por cuatro miembros (FOXO 1, 3, 4 y 6), cuya principal
diferencia radica en el tejido en el que son expresados (Webb et al, 2016).

La actividad de FOXO esta inhibida en presencia de insulina o IGF (insulin-like growth
factor), que desencadenan una cascada de sefalizacion que resulta en la
fosforilacion y retencion de FOXO en el citoplasma. Ante la ausencia de insulina o
IGF, o en respuesta a estimulos como la falta de alimento o el estrés oxidativo, FOXO
es desfosforilado y trasloca dentro del nucleo donde activa genes relacionados con

la resistencia a estrés (Kenyon, 2010).

Entre los genes diana sobre los que actia FOXO en su regulacion, se encuentran
aquellos relacionados con el envejecimiento y la longevidad, el mantenimiento de
células madre, resistencia a estrés oxidativo, regulacion del metabolismo, inflamacion
y reparacion del ADN (Tothova et al, 2007; Paik et al, 2009; Ouyang et al, 2012; Tran
et al, 2002). Oftros estudios indican que FOXO esta también involucrado en la
expresion de genes relacionados con el control de la proteostasis, en concreto,
parece estar regulando mecanismos de eliminacion de proteinas como el proteasoma
y la autofagia (Webb et al, 2016; Cohen et al, 2010, 2009).
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1.4.3. Respuesta a proteinas mal plegadas.
Como se describié anteriormente, el reticulo endoplasmatico es el mayor responsable
del correcto plegamiento, modificaciones post-traduccionales y transporte de
proteinas destinadas a otros organulos, membrana plasmatica o compartimentos
extracelulares. El RE es por tanto un componente clave para el mantenimiento de la
proteostasis, integrando mecanismos que controlan la regulacion de la sintesis,

plegamiento, trafico y degradacioén de las proteinas (Zhang et al, 2019).

La acumulacion de proteinas mal plegadas dentro del RE ocasiona la pérdida de la
homeostasis dentro de este organulo y, por tanto, estrés. Esta situacion desencadena
la activacion de la respuesta a proteinas mal plegadas del RE (UPRER, del inglés
Unfolded Protein Response), cuyo objetivo es aliviar la situacion de estrés (Ron &
Walter, 2007). La UPR es un mecanismo adaptativo disefiado para lidiar con
alteraciones en el plegamiento de proteinas dentro del RE y asi restaurar la
proteostasis. Este mecanismo es orquestado por tres proteinas transmembrana del
RE que actuan como sensores de proteinas mal plegadas: PERK (del inglés, protein
kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase), IRE1 (inositol-requiring protein-1) y
ATF6 (activating transciption factor-6). En condiciones basales, estas tres proteinas
transmembrana son mantenidas en un estado inactivo a través de su asociacion con
la proteina BiP (binding immunoglobulin protein) en el limen del RE. Cuando existe
una moderada acumulacion de proteinas mal plegadas, BiP se disocia de ellos y los
tres sensores son activados. Como resultado se produce la induccién de la UPRER,
que transmite la informaciéon desde el RE hasta el nucleo y el citosol, donde se
desencadena un programa de sefalizacion y transcripcién de genes que reduce la
traduccién de proteinas, expande el tamafio del RE, incrementa la sintesis de
chaperonas dentro del RE para asistir en el correcto plegamiento de proteinas, y
dirige proteinas mal plegadas al citosol para ser degradadas (Ron & Walter, 2007).
Sin embargo, cuando el estrés en el RE es cronico o irreversible, la UPRER promueve
la muerte celular mediante apoptosis. Este hecho conecta el estrés dentro del RE con
la neurodegeneracion, donde ocurre una activacion cronica de la UPRER,
promoviendo la muerte neuronal via apoptosis (Perri et al, 2016; Smith & Mallucci,
2016; Ghemrawi & Khair, 2021).
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De igual modo que en el RE, la mitocondria también posee una respuesta a proteinas
mal plegadas (UPR™!) (Zhao et al, 2002). Factores que causan disfuncion
mitocondrial como defectos en la fosforilacion oxidativa, excesiva acumulacion de
EROs o un aumento de proteinas mal plegadas, inducen la activacion de la UPR™!
(Houtkooper et al, 2013; Haynes & Ron, 2010). Esta respuesta es regulada por el
factor de transcripcion ATFS1 (del inglés, activating transcription factor associated
with stress), en cuya secuencia existe dominio tanto para su localizaciéon mitocondrial
como nuclear (Melber & Haynes, 2018). En condiciones normales de crecimiento,
ATFS1 es eficientemente transportado a la matriz mitocondrial donde es
constitutivamente degradado. Ante situaciones de disfuncion mitocondrial, como
estrés oxidativo o presencia de proteinas mal plegadas, el transporte mitocondrial de
ATFS1 es reducido, acumulandose en el citoplasma y translocandose al nucleo,
donde induce la expresién de chaperonas mitocondriales, proteasas y enzimas de
detoxificacion de EROs que reestablecen la proteostasis mitocondrial (Zhao et al,
2002; Shpilka & Haynes, 2018; Friedman & Nunnari, 2014).

1.4.4. Sistema ubiquitina-proteasoma.

La degradacién de proteinas cumple un papel fundamental en el mantenimiento de
la proteostasis celular, ya se es la responsable de eliminar proteinas mal plegadas
que potencialmente pueden llegar a formar agregados. Para eliminar estas proteinas
dafadas, la célula emplea el sistema ubiquitina-proteasoma (UPS, del inglés
Ubiquitin Proteasome System). Este mecanismo consiste, por un lado, en el sistema
ubiquitina, responsable del reconocimiento de la proteina candidata para la
degradacion y marcarla con ubiquitina, una pequefia molécula de 76 aminoacidos. El
segundo componente de la UPS es el proteasoma, encargado de la degradacion de
la proteina marcada.

El proteasoma es un complejo proteico formado por dos subunidades regulatorias
(19S) y una subunidad catalitica (20S) (Peters et al, 1993). La subunidad 19S es la
responsable del reconocimiento de las proteinas marcadas, su desubiquitinacién y
translocacion hacia la subunidad 20S, responsable de degradar dichas proteinas
danadas mediante protedlisis (Budenholzer et al, 2017). En presencia de un bajo
estrés oxidativo, la actividad del proteasoma se incrementa, ya que es el responsable

de la eliminacién de proteinas que sufren dafio oxidativo. Un estrés oxidativo intenso,
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puede inducir a la separacion de las subunidades del proteasoma (19S y 20S),

inhibiendo su actividad (Pajares ef al, 2015).

1.4.5. Autofagia.
La autofagia es un proceso catabolico de degradacion y reciclaje de macromoléculas
y organulos por parte de los lisosomas. Es un proceso conservado desde levaduras
hasta mamiferos, el cual funciona como un mecanismo de supervivencia que
mantiene la homeostasis celular bajo condiciones normales de crecimiento y permite
la adaptacion ante diferentes tipos de estreses, incluyendo falta de alimentos,

infecciones o estrés oxidativo (Dikic & Elazar, 2018).

Se han descrito tres tipos de autofagia: Microautofagia, en la que parte del contenido
citoplasmatico entra en el lisosoma directamente a través de una invaginacién o
deformacion de la membrana del lisosoma (Marzella et al, 1981); Autofagia mediada
por chaperonas, donde los sustratos a ser degradado son selectivamente marcados
y reconocidos por chaperonas que los transportan directamente al lisosoma (Dice,
1990); Finalmente, la macroautofagia que es un mecanismo consistente en envolver
los sustratos a degradar mediante una doble membrana sintetizada de novo,
formandose una vesicula llamada autofagosoma la cual se fusiona con el lisosoma

para degradar el contenido de su interior (Yang & Klionsky, 2009).

La principal funcion del proceso de macroautofagia, a partir de ahora referido como
autofagia, es proveer nutrientes para las funciones vitales de la célula durante
diferentes estreses, considerandose un proceso no selectivo. Sin embargo, se ha
demostrado que la autofagia puede eliminar de forma selectiva material perjudicial
del citoplasma como organulos dafiados o proteinas agregadas (Dikic & Elazar,
2018).

La induccién de la autofagia tiene como consecuencia el reclutamiento de mas de 30
proteinas relacionadas con la autofagia (ATGs, Autofagy-related proteins), la mayoria
de ellas asociadas directamente con la biogénesis del autofagosoma. El mecanismo
de autofagia se compone de varias fases: Iniciacion, donde se comienza a formar
una membrana a partir del RE, aunque actualmente se ha considerado que esta

membrana puede surgir también de la membrana plasmética u otros organulos como
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el aparato de Golgi o mitocondrias; Elongacion, en la que la membrana inicial se
expande formando una doble membrana (fagoforo) que rodea una porcion del
citoplasma; Maduracion y fusién, donde la doble membrana madura y se cierra
formando una vesicula llamada autofagosoma, la cual se fusiona con el lisosoma
formandose un autolisosoma que degrada el contenido que portaba el autofagosoma
(Figura 1.9) (Parzych & Klionsky, 2014; Dikic & Elazar, 2018; Hansen et al, 2018).

@
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la autofagia fagoforo lisosoma

Figura 1.9. Proceso de macroautofagia. llustracién esquematica del proceso de macroautofagia,
compuesto por las fases de iniciacion del proceso, expansion del fagoforo, maduracién hasta formar el
autofagosoma y su fusién con el lisosoma, finalizando con la degradacion del contenido del autolisosoma.
Modificado de Hansen et al. 2018.

El principal control de la induccién de la autofagia es llevado a cabo por la quinasa
TOR (MTOR en mamiferos), un regulador clave para la homeostasis celular. mTOR
se encuentra en forma de dos complejos de proteinas diferentes, mMTORC1 y
mTORC2. Aunque ambos complejos regulan el metabolismo celular, sélo mTORCA1
esta directamente ligado a la regulacion de la autofagia (Abada & Elazar, 2014; Yang
& Klionsky, 2009).

mTORC1 sensa la disponibilidad de nutrientes, siendo activado en la superficie de la
membrana de los lisosomas en respuesta a la presencia de aminoacidos. Mientras
se encuentra activado, mTORC1 fosforila a los factores de transcripcion TFEB y
TFES3, lo que hace que se unan a las proteinas 14-3-3, reteniéndolos en el citoplasma
(Roczniak-Ferguson et al, 2012). Bajo situaciones de falta de alimento, se produce
una inactivacion de mTORC1 que se traduce en la defosforilacion de TFEB y TFE3,

haciendo que se disocien de las proteinas 14-3-3, llevando a una rapida acumulacion
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en el nicleo de estos factores de transcripcion, los cuales promueven la transcripcion
de genes implicados en la biogénesis de lisosomas y la induccion de la autofagia
(Martina et al, 2016). Aunque TFEB y TFE3 se encuentran regulados por mTORC1 y
la falta de nutrientes, numerosos estudios han demostrado que ambos factores de
transcripcion también responden a una amplia variedad de estreses, incluyendo el
dafio mitocondrial, la acumulacién de proteinas mal plegadas en el RE, patégenos y
estrés oxidativo. Muchos de estos estreses no causan una inactivacién obvia de
mTORCH1, lo que sugiere que existe una regulacion de TFEB y TFE3 independiente
de mTORC1 (Martina & Puertollano, 2018).

1.4.6. Mitofagia.

Como se describié en apartados anteriores, son varios los organulos de la célula que
tienen la capacidad de producir EROs, siendo la mitocondria el mayor productor de
ellos. En la mitocondria, el anién superdxido (O2') es producido en la matriz mediante
la reduccion del Oz a través del complejo | de la cadena transportadora de electrones
(Murphy, 2009). La defensa mas importante de la mitocondria contra el Oz son las
enzimas superoxido dismutasas (SODs) localizadas en la matriz mitocondrial. Las
SODs generan H202 cuya acumulacion puede inducir dafio oxidativo en proteinas,
DNA vy lipidos (Kupsco & Schlenk, 2015). La detoxificacion de H202 y sus derivados
es llevado a cavo en la mitocondria por el sistema glutation peroxidasa y por
peroxirredoxinas, mientras que las modificaciones en las cisteinas (glutationilacion y
puentes disulfuro), son revertidas por el sistema glutation y el sistema tiorredoxina
(Hanschmann et al, 2013; Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013).

Ante defectos en los mecanismos de detoxificacion que conllevan a la acumulacion
de EROs dentro de la mitocondria y, por tanto, dafio oxidativo, se desencadena un
mecanismo especifico de autofagia encargado de la eliminacion de mitocondrias
defectivas conocido como mitofagia (Lemasters, 2005). De esta forma, las
mitocondrias disfuncionales junto con sus EROs acumuladas son eliminadas para

preservar la homeostasis celular (Pickles et al, 2018; Garza-Lombo et al, 2020).

Diferentes estudios muestran que la alteracion de la mitofagia esta ligada a varias
enfermedades, incluidos desérdenes neurodegenerativos como el Parkinson,
Huntington y el Alzheimer (Shefa et al, 2019; Fang et al, 2019; Fivenson et al, 2017,
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Wang et al, 2019). Por ejemplo, PINK1, cuya mutacion se asocia a la enfermedad de
Parkinson, actia como sensor para la degradacion de mitocondrias dahadas,
acumulandose en la superficie mitocondrial e induciendo la mitofagia (Lazarou et al,
2012). Por otro lado, se ha descrito que expansiones de la proteina Htt con
repeticiones de glutamina, responsable de la enfermedad de Huntington, causa la
formacion de mitocondrias esféricas que pueden impedir su degradacion via
mitofagia, conllevando a la acumulacion de mitocondrias disfuncionales (Wong &
Holzbaur, 2014).

1.5. Caenorhabdiditis elegans.

Caenorhabditis elegans (C. elegans) es un nematodo de vida libre, no parasito, cuyo
habitat natural es el suelo y puede ser encontrado por todo el mundo. Fue introducido
por primera vez como organismo modelo por Sidney Brenner en 1963 para el estudio

de la biologia del desarrollo y neurobiologia (Brenner, 1974).

1.5.1. Ciclo de vida y reproduccion.

El ciclo de vida de C. elegans esta compuesto por un desarrollo embrionario dentro
del huevo, cuatro fases larvarias postembrionarias (L1-L4) y el estadio adulto (Figura
1.10). Tras la fertilizacién, se forma una cubierta alrededor del embrion y las
divisiones mitéticas comienzan. Los embriones son retenidos dentro del progenitor
hasta el estadio de 24 células aproximadamente y después son expulsados,
continuando la embriogénesis ex—utero. Una vez el embrion eclosiona, éste crece y
atraviesa cuatro estadios larvarios (L1-L4), cada uno de ellosmarcado por una muda,
en la que una cuticula nueva es sintetizada, remplazando a la cuticula antigua que
es desprendida. La muda final es del estadio larvario L4 hacia adulto, terminando un
ciclo que, a 20°C, tiene una duracion de aproximadamente 3,5 dias (Corsi et al, 2015).
Ante condiciones desfavorables como la falta de alimento, alta temperatura o una
poblacion elevada, entre los estadios L1-L2 se activa una ruta alternativa del ciclo de
vida y la larva muda a un estadio especial llamado “dauer” (Golden & Riddle, 1984)
el cual permite al animal resistir durante varios meses a la espera de que las
condiciones ambientales mejoren, reactivando el ciclo de vida normal en el estadio
L4.
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Figura 1.10. Ciclo de vida de C. elegans. Esquema del ciclo de vida de C. elegans a 22°C. El ciclo se
inicia tras la fecundacion, contintia con el desarrollo del embrién dentro del Utero de la hermafrodita y un
desarrollo extrauterino, continuando con cuatro estadios larvarios hasta llegar a adulto. Se muestra
también el momento del desarrollo en el que el ciclo puede seguir la ruta hacia el estadio de resistencia
dauer. Los numeros en azul indican los tiempos entre estadios. Modificado de Wormatlas.

C. elegans posee dos formas sexuales: hermafroditas, con capacidad de
autofecundarse, y machos (Figura 1.11). La génada del hermafrodita forma una
ovotestis, que primero produce esperma que es almacenado en la espermateca en
el estadio L4 y luego, proximo al estadio adulto, la linea germinal produce oocitos
(Corsi et al, 2015). Una hermafrodita es capaz de producir una progenie de unos 300
individuos por autofecundacion, pero cuando es fecundada por un macho, la progenie
puede alcanzar los 1000 individuos. Ambos sexos son diploides para los cinco
cromosomas autosémicos que posee C. elegans (5AA), sin embargo, los sexos
difieren en que la hermafrodita tiene dos cromosomas X (XX) mientras que los
machos solo poseen un Unico cromosoma X (X0), debido a una no disyuncion de este
cromosoma durante la meiosis (Zarkower, 2006). La mayoria de la progenie
producida por autofecundaciéon son hermafroditas, apareciendo sélo un 0,1-0,2% de
machos. La capacidad de autofecundaciéon de las hermafroditas proporciona una
ventaja al empleo de C. elegans como organismo modelo, ya que permite el
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mantenimiento de poblaciones isogénicas a partir de un solo animal. Por otro lado,
el cruce entre machos y hermafroditas permite realizar facilmente cruces y

aproximaciones genéticas complejas.

Gonada distal 0.1 mm

Faringe

Intestino -

Vulva \Ano
Gonada proximal

Protodeo

Gonada

. Conductos
Vesicula seminal  geferentes

Figura 1.11. Anatomia del hermafrodita y macho adultos de C. elegans. a) Imagen DIC de una
hermafrodita. b) Dibujo esquematico de estructuras anatémicas de un hermafrodita. ¢) Dibujo esquematico
de estructuras anatémicas de un macho. Modificado de Wormatlas.

1.5.2. Anatomia.
Al igual que otros nematodos, C. elegans presenta un cuerpo cilindrico no
segmentado compuesto por dos tubos concéntricos separados por un espacio relleno
de fluido, el pseudoceloma. El tubo externo esta constituido por la cuticula,
hipodermis, musculatura y neuronas, mientras que el tubo interno lo componen la
faringe y el intestino y en los adultos las génadas. Todos los tejidos estan bajo presion
hidrostatica interna regulada por el sistema osmorregulador. A continuacién, se
describen los tejidos y 6rganos presentes en C. elegans, utilizando como referencia

la ultima actualizacion de wormatlas (www.wormatlas.org):

La cuticula es el exoesqueleto del animal. Cubre toda la superficie del nematodo
protegiéndolo del medio, manteniendo la forma del cuerpo y permitiendo su
movilidad. Es secretada por el epitelio subyacente y esta compuesta principalmente
por colagenos. En cada estadio larvario se sintetiza una nueva cuticula y la anterior

se desprende.

38



Introduccion

El sistema epitelial estd formado por la hipodermis y células epiteliales
especializadas. La hipodermis envuelve el cuerpo del animal y estd compuesta por
células sincitiales, y entre sus funciones esta el actuar como barrera para la cavidad
pseudocelémica, secretar la cuticula y almacén de nutrientes. Las células epiteliales
especializadas secretan parte de la cuticula, actian como células de soporte para

receptores sensoriales y unen la hipodermis con el tejido interno.

El sistema muscular esta separado de las neuronas e hipodermis por una fina lamina
basal. Esta compuesto por dos tipos musculares: el somatico, formado por musculo
estriado oblicuo, mononucleado y multisarcomérico organizado en cuadrantes, dos
dorsales y dos ventrales, dispuestos a lo largo de toda la longitud del animal; y el no
estriado, monosarcomérico, mas pequefo y localizado en la faringe, alrededor de la

vulva, el intestino y el recto.

El sistema excretor es el responsable de la osmorregulacion y eliminacion de
desechos. Esta formado por cuatro tipos de células: la célula del poro, que abre al
exterior, la célula del conducto, dos células glandulares fusionadas y la célula canal,

que recorre todo el cuerpo del animal.

Los coelomocitos son unas células mesodérmicas ovoideas que se encuentran en la
cavidad pseudocelémica, junto a la musculatura somatica. Existen tres pares de
coelomocitos en adultos. Estas células son capaces de endocitar y acumular
diferentes macromoléculas por lo que se ha sugerido que tienen funciones parecidas
a un sistema inmune y hepatico primitivo. Los coelomocitos carecen de capacidad de
fagocitosis y su posicion en el cuerpo es relativamente fija, por lo que requieren de
los movimientos propios del animal y de los fluidos de la cavidad corporal para

acceder a las sustancias a incorporar.

El sistema digestivo estd compuesto por una cavidad bucal, una faringe bilobulada,
el intestino, el recto y el ano. Esta cubierto por una membrana basal que lo separa
del espacio pseudocelémico. La faringe es una bomba neuromuscular formada por
células epiteliales, musculares y nerviosas organizadas en simetria trirradial. La
ingesta del alimento se produce gracias a contracciones musculares coordinadas de
la faringe, la cual presenta dos estructuras bulbares conectadas entre si que permiten
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el procesamiento del alimento. El intestino esta formado por 20 células con
numerosas microvellosidades organizadas en forma de tubo con un limen central. El
contenido intestinal es excretado al exterior a través de la valvula rectal, que conecta

el intestino con el recto y el ano.

El sistema nervioso de los hermafroditas esta formado por 302 neuronas mientras
que los machos poseen 385 neuronas, 81 de ellas especificas de este sexo e
involucradas en el proceso de la cépula. Este sistema estd organizado en varios
ganglios, formados por los cuerpos celulares de las neuronas y localizados en la
cabeza, el cordon nervioso ventral y la cola. La mayoria de las neuronas tienen una
estructura simple con una o dos neuritas (extensiones citoplasmaticas del soma de
la neurona). Las prolongaciones de la mayoria de las neuronas forman un anillo
circumfaringeo alrededor de la membrana basal de la faringe o estan unidas a los
cordones nerviosos dorsal o ventral. Ademas de neuronas, presenta células similares
a las de la glia, aunque no son tan numerosas como en vertebrados, con una funcién

de soporte trofico y estructural.

El sistema reproductor es el tejido que presenta mas dimorfismo sexual en el
nematodo. En hermafroditas este sistema consiste en dos tubos en forma de U con
simetria bilateral que se divide en génada somaética, linea germinal y un utero comun,
el cual se encuentra conectado con la vulva, situada ventralmente en la mitad del
nematodo, comunicando con el exterior y que sirve tanto para la salida de embriones
como para la entrada del esperma del macho (Figura 1.11b). La linea germinal de la
hermafrodita genera tanto gametos masculinos (espermatozoides) como femeninos
(oocitos). En las espermatecas, situadas a ambos lados del utero, se genera el
esperma durante la fase larvaria L4. La linea germinal estd altamente polarizada
desde la zona distal, donde se encuentra una zona sincitial en la que se da
exclusivamente mitosis, hasta la zona proximal, donde se da la meiosis dando lugar
a los oocitos. El sistema reproductor del macho presenta una génada un unico I6bulo
que consta de una parte somatica, la linea germinal y una vesicula seminal que
almacena el esperma. La vesicula seminal se conecta a través de un vaso deferente
con la cloaca y con las espiculas copulatorias para expulsar el esperma durante la
copula (Figura 11.1c). Al igual que en la hermafrodita, la linea germinal del macho

presenta polaridad distal-proximal desde una zona mitética hasta una meidtica.
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1.5.3. C. elegans como organismo modelo.

C. elegans se ha convertido en un prominente modelo para el estudio de varios
aspectos de la biologia debido a varias caracteristicas ventajosas como son su
pequefio tamario (los individuos adultos miden aproximadamente 1mm), un ciclo de
vida corto y una vida media de los adultos de unas 2-3 semanas. Ademas, este
nematodo es transparente durante todos los estadios de su desarrollo y vida adulta,
lo que ha permitido trazar completamente los linajes celulares embriénicos y post-
embriénicos in vivo mediante microscopia de contraste de interferencia diferencial
(DIC) (Sulston & Horvitz, 1977; Sulston et al, 1983). La transparencia del animal ha
permitido también el uso de reporteros fluorescentes para investigar el patron de
expresion de genes y sus proteinas, ademas de su localizacién a nivel de tejido y en
compartimentos subcelulares, asi como para el estudio de procesos del desarrollo,
busqueda de mutaciones que afectan al desarrollo y funcion de las células y la
caracterizaciéon de interacciones proteicas in vivo (Chalfie et al, 1994; Boulin et al,
2006; Feinberg et al, 2008).

En condiciones de laboratorio, C. elegans es cultivado en placas con agar sembradas
con cepas no patdgenas de Escherichia coli, 1o que supone que puede ser mantenido
con un bajo coste y facilidad de manejo. Ademas, también pueden ser cultivados en

medio liquido, obteniéndose un nimero elevado de nematodos (Corsi et al, 2015).

El genoma de C. elegans fue el del primer organismo multicelular secuenciado (C.
elegans Sequencing Consartium, 1998). Posee en torno a 19.000 genes, de los que
el 60-80% poseen ortélogo en humanos y que el 40% de los genes asociados a
enfermedades humanas tienen un ortélogo en C. elegans (Kaletta & Hengartner,
2006; Culetto & Sattelle, 2000). El uso de mutagenos permite la realizacion de
escrutinios genéticos para encontrar mutantes con un particular fenotipo que, por
comparacion con el animal silvestre, permite establecer el papel de dicha mutacion
(Kutscher & Shaham, 2014; Brenner, 1974). El uso de ARN de interferencia (ARNi)
es otro método bien establecido, el cual permite el silenciamiento temporal de genes
para investigar la funcion de dichos genes en C. elegans. Mediante esta técnica, es
posible reducir la actividad de un gen usando ARN de doble cadena, el cual es
generado por una bacteria transformada con un plasmido que incorpora parte de la
region codificante del gen a silenciar y con la que C. elegans es alimentado (Lisa
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Timmons & Andrew Fire, 1998). Mas reciente es el uso de la edicion genética
mediante la técnica CRISPR/Cas9, la cual permite generar modificaciones
heredables dentro del genoma de C. elegans (Friedland et al, 2013). Gracias a esta
técnica es posible la generacion de pequefias inserciones o deleciones de forma
dirigida, o la integracion de largos fragmentos de ADN dentro del genoma, incluyendo
genes exdgenos en una sola copia como, por ejemplo, aquellos genes que codifican
para reporteros fluorescentes (Dickinson & Goldstein, 2016).

Todas las caracteristicas que presenta C. elegans, junto con la posibilidad de la
aplicacién de técnicas de manipulacién genética establecidas y emergentes, son la

clave del éxito y la continua relevancia de C. elegans como organismo modelo.

1.5.4. C. elegans como modelo de enfermedades neurodegenerativas.
C. elegans ha sido ampliamente utilizado como modelo de estudio de estas
patologias, principalmente mediante la expresion de proteinas humanas con

capacidad de formar agregados en diferentes érganos del animal.

1.5.4.1. Modelos de Ap.
Como se describié anteriormente, una de las caracteristicas de la enfermedad de
Alzheimer es la presencia de placas insolubles del péptido AB en el cerebro. En
mamiferos, el péptido AB es generado a partir del procesamiento de la proteina
transmembrana APP mediante la accién secuencial de dos proteasas, la B-secretasa
y la y-secretasa. En C. elegans, la proteina APL-1 comparte un 71% de similitud con
el dominio transmembrana de la APP humana, sin embargo, carece de un domino Af
(Daigle & Li, 1993). Ademas, no existe un ortélogo claro de la B-secretasa humana
en el nematodo (Link, 2006). Esto hace que los modelos de C. elegans para la
recapitulacion de la enfermedad de Alzheimer deban ser generados mediante la
sobrexpresion de forma constitutiva o inducible del péptido Ap humano (Figura 1.12)
y que la evaluacion de la agregacion se haga sin interferencia de un péptido AP

enddgeno en el nematodo.

El modelo original y mas comunmente usado expresa el péptido Ap humano bajo el
control del promotor del gen unc-54 de C. elegans que codifica para una miosina

muscular, de forma que el péptido Ap humano se expresa de forma constitutiva en
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las células musculares del animal donde agrega en el citoplasma (Link, 1995). Este
modelo muestra una paralisis progresiva dependiente de la edad a 20°C, paralisis
que ocurre mas rapidamente y es mas severa cuando los animales son crecidos a
25°C. Este fenotipo permite correlacionar la paralisis de estos animales con la

agregacion del péptido Ap visualizada por marcaje con tioflavina S (Link, 1995)..

Posteriormente se han desarrollado otros modelos mas elaborados que recapitulan
la enfermedad de Alzheimer en C. elegans, y aunque la mayoria de ellos expresan el
péptido AP humano en células musculares (Link, 1995; Yatin et al, 1999; Mccoll et al,
2012; Drake et al, 2003), también existen modelos que expresan el péptido AB en
neuronas y que han demostrado la formacion de depdsitos amiloides asi como una
neurodegeneracion dependiente del envejecimiento (Treusch et al, 2011; Link, 2006;
Wau et al, 2006; Gallrein et al, 2021).

Modelo de Alzheimer

myo-3::AB, ,,

unc-54::AB, ,,
eat-4::ssAB, ,,(N-term) unc-54::Met**Cys AB, ,,
unc-54::DA-AB.
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del transgén

@ Celulas musculares
@ Neuronas motoras
@  Pan-neuronal
Neuronas
dopaminérgicas
- Neuronas
mecanosensoriales

- Neuronas
quimiorreceptoras

Modelo Expresién Eenotipos

Is[unc-54::AB, ] Constitutivo Paralisis dependiente del envejecimiento
muscular y formacién de depésitos amiloides.

Is[unc-54::Met**Cys AB, ,] Constitutivo No formacion de depésitos amiloides, ni incremento

b muscular de estres oxidativo.

smg-1(cc546); Is[snb-1::AB, ,,+ mtl-2::gfp] Inducible pan- Quimiotaxis defectiva, formacion de depésitos
neuronal amiloides e hipersensibilidad a serotonina.

smg-1(cc546); Is[myo-3::AB, ,,-:let UTR) + rol-6(su1006)] Inducible Rapida pardlisis, estres oxidativo que precede a la
muscular formacion de fibras AB.

dvis100[CL354(unc-54::DA-AB, ,,) + CL26(mtl-2::gfp)] Constitutivo Paralisis severa a 25°C.
muscular

Is[eat-4::ssAB, ,,(N-term) + eat-4:.9fp + myo-2::mCherry] Neuronas Pérdida de neuronas glutamatérgicas dependiente

glutamatérgicas de la edad.

Figura 1.12. Lista de modelos de expresion del péptido AB. Se indica el genotipo, tejido de expresién
y fenotipos observados. Modificado de Van Pelt & Truttmann, 2020.
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1.5.4.2. Modelos de a-sinucleina.
A nivel celular, la enfermedad de Parkinson es causada por la muerte selectiva de
neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra pars compacta, una regién del
ganglio basal critica para la planificacion de funciones motoras. Esta muerte neuronal
es acompanada por la presencia de cuerpos de Lewy intracelulares, los cuales estan
constituidos principalmente por densos agregados de la proteina a-sinucleina
(Poewe et al, 2017).

C. elegans carece de ortologo para el gen PARK1/SNCA, el cual codifica para la
proteina a-sinucleina, por lo que convierte al nematodo en un modelo ideal ya que
permite estudiar la sobrexpresiéon de o-sinucleina humana sin interferencia de la

proteina enddégena.

Numerosos modelos de C. elegans para la enfermedad de Parkinson se han
desarrollado expresando bien a-sinucleina o una proteina de fusion a-
sinucleina::GFP bajo el control de promotores pan-neuronales (Kuwahara et al, 2008,
2012) o de neuronas dopaminérgicas (Figura 1.13). Ejemplo de ello es el promotor
del transportador de dopamina dat-1, que permite la expresion de o-sinucleina
humana y su asociacién a neurodegeneracion dopaminérgica (Karpinar et al, 2009;
Lakso et al, 2003; Liu et al, 2011).

También se han desarrollados modelos que expresan a-sinucleina fusionada a GFP
o YFP en células musculares bajo el promotor del gen unc-54, lo que permite la
cuantificacion de agregados de a-sinucleina a lo largo del envejecimiento del animal,
y que, ademas, han servido para realizar cribados genéticos basados en ARN de
interferencia en busca de moduladores genéticos de la agregacion de la proteina a-
sinucleina (Hamamichi et al, 2008; Van Ham et al, 2008). Los trabajos con estos
modelos permiten la identificacion de nuevos genes que ofrecen proteccion frente a

la toxicidad de o-sinucleina, asi como el desarrollo de nuevos tratamientos.
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Modelo de Parkinson

dat-1::a-syn(WT, A30P, A53T, A56P)
dat-1::LRRK2(G2019S)

unc-54::a-syn

Area de expresion
del transgén

unc-51::a-syn(WT, A53T,A30P)
snb-1::LRRK2(WT, G2019S,R1441C,
KD, R1441C/KD)
unc-51::a-syn(S129A, S129D)

@ Celulas musculares
@ Neuronas motoras

@  Pan-neuronal
Neuronas

- ronas

mec-7::a-syn(WT, A53T) dopaminérgicas
e Neuronas

mecanosensoriales

> Neuronas
quimiorreceptoras

Modelo Expresién Eenotipos

Is[dat-1::a-syn (WT, A53T) + dat-1::gfp] Neuronas Pérdida neuronal y roturas dendriticas en
dopaminérgicas animales WT y A53T.

Is[unc-54::a-syn::yfp + unc-119(+)] Constitutivo Formacion de cuerpos de inclusion durante el
muscular envejecimiento.

Isfunc-54::a-syn::gfp + rol-6(su1006)] Constitutivo Acumuicion de agregados de a-sinnucleina.
muscular

Isfunc-51::a-syn(WT, A53T,A30P) + unc-51::egfp] Constitutivo Sin disfuncién motora ni defectos en el desarrollo;
pan-neuronal ARNi de AP-2 induce anomalias motoras/crecimiento.

Is[mec-7::a-syn(WT, A53T)+ rol-6(su1006)] Neuronas Defecto moderado en respuesta al contacto, defecto
mecanosensoriales en la transmisiéon neuromuscular.

Is[dat-1::a-syn(A30P, A53T, A56P) + dat-1::mCherry] Neuronas Pronunciada neurodegeneracion, pérdida de
dopaminérgicas neuronas dopaminérgicas.

lin-15(n765ts); wizls1-7[snb-1::Irrk2(WT, G2019S, Constitutivo WT LRRK2 protege frente a disfuncién mitocondrial. G2019S:

R1441C, KD, R1441C/KD) + mec-4::gfp; lin-15(+)]  pan-neuronal neuronas dopaminérgicas vulnerables a estrés mitocondrial.

unc-51::a-syn(S129A, S129D) + unc-51:.egfp Constitutivo Disfuncién motora severa durante el desarrollo
pan-neuronal temprano, retraso en crecimiento, sinapsis anormal.

baln20[dat-1::Irrk2(G2019S) + dat-1::gfp] Neuronas Progresiva neurodegeneracion de n. dopaminérgicas.
dopaminérgicas Disminucién de dopamina acompanada por locomocion.

Figura 1.13. Lista de modelos de expresién de la proteina a-sinucleina. Se indica el genotipo, tejido
de expresion y fenotipos observados. Modificado de Van Pelt & Truttmann, 2020.

1.5.4.3. Modelos de poliglutaminas.

La base molecular de las enfermedades de poliglutaminas subyace en la expansion
patologica del aminoacido glutamina en distintas proteinas. Como se describid
anteriormente (Introduccion 1.2.3.), existen nueve enfermedades de poliglutaminas
que se diferencian en la proteina afectada y el umbral de repeticiones de glutaminas
que desencadena la enfermedad (Lieberman et al, 2019). De forma general, en
individuos sanos, las repeticiones se encuentran entre 35-50 glutaminas,
dependiendo de la proteina afectada. Sin embargo, las proteinas que dan lugar a
estas patologias contienen mas de 40 repeticiones, alcanzando sobre 100 glutaminas
en algunas condiciones (Adegbuyiro et al, 2017; Todd & Lim, 2013).

45



Introduccion

Varios modelos de enfermedades de poliglutaminas han sido generados en C.
elegans, los cuales han permitido ampliar el conocimiento sobre los procesos
patologicos relacionados con la agregacion de proteinas y alteracién de la
proteostasis que comparten esta familia de enfermedades neurodegenerativas.
Ejemplo de ello es el modelo de Huntington, en el que varios grupos de animales
transgénicos que expresan repeticiones de poliQ fusionadas a fragmentos de la
huntingtina humana en neuronas, han permitido estudiar esta enfermedad (Faber et
al, 1999; Bates et al, 2006; Faber et al, 2002; Lee et al, 2017).

Sin embargo, la aproximacién mas popular en el uso de C. elegans como modelo
para enfermedades de poliglutamina, es fusionar repeticiones puras de diferentes
tamanos de poliQ con proteinas reporteras fluorescentes, como GFP o YFP (Figura
1.14) (Morley et al, 2002; Satyal et al, 2000). Estas proteinas formadas solamente por
repeticiones de glutamina son suficientes para formar agregados en los diferentes
tejidos de C. elegans donde son expresadas y, ademas, la fusiéon con proteinas

fluorescentes permite la observacion y cuantificacion de estos agregados in situ.

Al igual que en otros modelos de enfermedades neurodegenerativas, las proteinas
poliQ han sido expresadas en diferentes tejidos del animal (Figura 1.14) y se ha
comprobado que C. elegans permite recapitular la patologia dependiente de longitud
que presentan las enfermedades de poliglutaminas (Brignull et al, 2006a; Teixeira-
Castro et al, 2011; Gidalevitz et al, 2006). Como ejemplo, la expresion de la proteina
humana ataxina-3 (ATXN3) en neuronas de C. elegans ha sido utilizado como modelo
para el estudio de patogenicidad de la enfermedad de Machado-Joseph (o ataxia
espinocerebelar tipo 3). En este modelo, la expresion de ATXN3 con diferente nimero
de repeticiones de glutamina, da lugar a un consistente patrén de agregacion que
afecta a las neuronas de los cordones dorsal y ventral del animal (Teixeira-Castro et
al, 2011).
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Modelo de poliglutaminas

—(osm-w::hn(oz, 23, 95, 150))

unc-54::htt513(Q15, Q128)
unc-54::257cAT3(Q45, Q63)

unc-54::polyQ ]

Area de expresion
del transgén

rgef-1::polyQ
rgef-1::AT3(14, Q75, Q130)

@ Celulas musculares
@ Neuronas motoras
@  Pan-neuronal

- Py
[mac-3::h«57(a19, 88, 123)] dopaminérgicas

“> mecanosensoriales
- Neuronas
quimiorreceptoras

Isfunc-54::polyQ(19, 82)::gfp/yfp/cfp] Constitutivo Formacion de agregados dependiente de longitud de

muscular poliQ. Retraso del desarrollo y defectos de motilidad.
poliQ| rmisfunc-54::polyQ(0, 19, 29, 33, 35, 37, Constitutivo Umbral de agregacion a Q35-40 acompanado de defectos

40, 44, 64, 82)::yfp] muscular de motilidad. Agregacion dependiente la edad.

rmEx[rgef-1::polyQ(0, 19, 35, 40, 67, 86).:cfp/yfp] ~Constitutivo Agregacion dependiente de longitud de poliQ, disfuncion
pan-neuronal neuronal: thrashing, pumping, defecacion.

rtls11[osm-10::gfp + osm-10::htt(Q2, 23, 95, 150) Neuronas Expresion de Q150 induce neurodegeneracion de

+ dpy-20(+)] quimiorreceptoras  neuronas ASH, pero no muerte.

HD | /s[mec-3::htt57(Q19, 88, 128):.gfp; mec-3::htt57  Neuronas Insensibilidad a toque posterior, fenotipo anterior Mec.
(Q19, 88, 128)::cfp + mec-3::yfp] mecanosensoriales Agregacion significativa y anormalidades en axén PLM.
rtls11[osm-10::gfp + osm-10::htt(Q150) Neuronas Pérdida de PQE-1 (polyQ enhancer-1): potencia
+ dypy-20(+)] quimiorreceptoras  neurodegeneracion.

Is[unc-54::htt513(Q15, Q128)::yfp] Constitutivo Agregacion y toxicidad dependiente de longitud.
muscular Animales Q128: disfuncion motora, menor longevidad.
MJD| Islrgef-1::AT3q14, At2q75, AT3q130::yfp] Constitutivo Agregacion dependiente de longitud, disfuncion
pan-neuronal motora. Neuronas cordones ventral y dorsal afectadas.
Is[unc-54::257cAT3(Q45, Q63)::yfp] Constitutivo Agregacion dependiente de longitud de poliQ y toxicidad
muscular no afectadas por significativamente por edad.

Figura 1.14. Lista de modelos de expresiéon de proteinas poliQ. Se indica el genotipo, tejido de
expresion y fenotipos observados. Los modelos generales de enfermedades de poliglutaminas se indican
como poliQ; los modelos para las enfermedades de Huntington y Machado Joseph se engloban dentro de
HD y MJD, respectivamente. Modificado de Van Pelt & Truttmann, 2020.

1.5.5. Mantenimiento de la homeostasis redox de grupos tidlicos en C.
elegans.

La oxidacion reversible del grupo tiol de las cisteinas supone una forma de regulacion
redox que controla un amplio rango de funciones de las proteinas, incluyendo la
regulacion de su actividad, estabilizacion de su estructura, formacion de complejos
de activacion y control de su distribucion (Kemp et al, 2008). Cambios en el estado
redox de los grupos tiol pueden alterar tanto la conformacién como la funcién de las
proteinas, ya que la oxidacion de las cisteinas conlleva modificaciones
postraduccionales, tanto reversibles (formacion de puentes disulfuro o
glutationilacién) como irreversibles (SO2H o SO3H) (Moldogazieva et al, 2018). La

abundancia de los residuos de cisteina en las proteinas incrementa con la
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complejidad de los organismos, desde aproximadamente un 0,5% de cisteinas en
arqueas hasta unos 2,25% en mamiferos. En C. elegans, el porcentaje de cisteinas
que presenta su proteoma es del 1,97%, similar al de humanos (Miseta & Csutora,
2000). Por otro lado, analisis de los genes que codifican los principales sistemas que
mantienen la homeostasis redox de los grupos tiol, muestran que existe gran similitud
entre las proteinas humanas y de C. elegans (Johnston & Ebert, 2012), haciendo de
este nematodo un modelo util para el estudio de los mecanismos de regulacién del

estado redox de los grupos tiol del proteoma.

El mantenimiento de los grupos tiol de las proteinas en su estado reducido, tanto en
el citoplasma como en las mitocondrias, es llevado a cabo por los sistemas
tiorredoxina y glutation. En C. elegans, el sistema tiorredoxina estd compuesto por
varias tiorredoxinas (entre ellas, TRX-1 a TRX-5, DNJ-27, PNG-1, TXL-1) y dos
tiorredoxinas reductasas (TRXR-1, citoplasmatica y TRXR-2, mitocondrial)
responsables de la reduccion de las tiorredoxinas oxidadas a sus formas reducidas
utilizando NADPH como cofactor (Feleciano et al, 2016; Johnston & Ebert, 2012). Por
otro lado, el sistema glutation esta formado en C. elegans por cinco glutarredoxinas
(GLRX-3, GLRX-5, GLRX-10, GLRX-21 y GLRX-22) (Johnston & Ebert, 2012), el
tripéptido glutation (GSH), responsable de la reduccion no enzimatica de las
glutarredoxinas, quedando éste oxidado (GSSG) y una unica glutation reductasa
(GSR-1), la cual convierte el glutation oxidado (GSSG) a su forma reducida (GSH)
utilizando como cofactor NADPH (Liersen et al, 2013).

En mamiferos, la deficiencia en la sintesis de GSH debida a mutaciones en los genes
que codifican para las enzimas y-glutamilcisteina sintetasa y glutation sintetasa,
conlleva letalidad embrionaria (Shi et al, 2000). Sin embargo, la falta de glutation
reductasa es completamente viable (Rogers et al, 2004). Una posible explicacion de
este hecho puede ser por la existencia de redundancia funcional entre los sistemas
glutation y tiorredoxina. Por otro lado, mutaciones del sistema tiorredoxina citosdlico
y mitocondrial dan lugar a letalidad embrionaria en mamiferos (Matsui et al, 1996;
Jakupoglu et al, 2005; Conrad et al, 2004; Nonn et al, 2003), aunque utilizando
mutantes condicionales que permiten el funcionamiento normal del sistema
tiorredoxina durante el desarrollo embrionario pero que bloquean esta ruta una vez

ha finalizado esta fase, no existe problema de viabilidad (Mandal et al, 2010;
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Suvorova et al, 2009), sugiriendo que en ausencia del sistema tiorredoxina, es el
sistema glutation el responsable del mantenimiento de la homeostasis redox. Esta
idea es apoyada por el hecho de que la eliminacion de la tiorredoxina reductasa
citosolica (TrxR1) y la glutatién reductasa (GR) en hepatocitos de raton cause
letalidad, pero que el suplemento de metionina como precursor para la sintesis de
novo de GSH mediante la ruta de transsulfuraciéon permite la supervivencia de estas
células (Eriksson et al, 2015).

A diferencia de mamiferos, el sistema tiorredoxina en C. elegans no es esencial en
ninguna fase de sudesarrollo, ya que mutaciones nulas en los genes de las dos
tiorredoxinas reductasas que posee el nematodo (frxr-1y trxr-2) permiten la viabilidad
y el desarrollo hasta el estadio adulto sin que suponga ninguna diferencia con los
animales silvestres (Stenvall et al, 2011; Cacho-Valadez et al, 2012). Por el contrario,
la mutacion del gen gsr-1, que codifica para la Unica glutation reductasa en C. elegans

(LGersen et al, 2013), causa letalidad embrionaria (Mora-Lorca et al, 2016).

1.5.6. Glutation reductasa en C. elegans.
El locus gsr-1, que codifica para la Unica glutation reductasa en C. elegans, esta
organizado en 5 exones y 4 intrones. Este gen expresa dos variantes de ARN
mensajero (ARNm), gsr-1a 'y gsr-1b1, cuya traduccion da lugar a dos isoformas de la
enzima glutation reductasa, GSR-1a y GSR-1b, presentando la primera de ellas 14
amino acidos adicionales en posicion N-terminal, que constituyen una secuencia de
localizacion mitocondrial de la isoforma GSR-1a, mientras que la isoforma GSR-1b
es la forma citoplasmica (Figura 1.15). Se han descrito otras dos variantes del ARNm,
gsr-1b2 'y gsr-1b3, que solo se diferencian en la secuencia de la region 5-UTR pero

que también generan la isoforma GSR-1b (http://www.wormbase.org/).

En un trabajo previo a esta tesis doctoral, nuestro grupo investigoé la funcion de la
enzima GSR-1 usando la cepa de C. elegans con la mutacion gsr-1(tm3574), la cual
consiste en una delecién de 383 pares de bases que elimina la mayor parte del
dominio NADPH y parte del dominio FAD, generando una enzima GSR-1 incapaz de
unirse al NADPH que es el donador de electrones para la actividad enzimatica GSR-
1.
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a
ATG ATG A 100 bp
gsr-1a [ | | | | | | | |
S\ A A
gsr-1b1 | | | | | | | | |
tm3574

b
CVNVGC _S0s8a

GSR-1a 2 Dominio FAD E Dominio NADPH =] Dominio FADE Dominio Interfase 3]
115 155 282 353 473
CVNIVGC

GSR-1b V Dominio FAD /== Dominio NADPH Dominio FADE Dominio Interfase é]

15 165 282 353 473

CVN.VGC

AGSR-1 (tm3574) EV Dominio FAD //,E; { E Dominio Interfase é]
115 155 192 304 353 473

Figura 1.15. Representacion del ARNm de gsr-1 y la proteina GSR-1. a) Esquema de las dos
principales variantes del ARNm del gen gsr-1. Los rectangulos representan los exones y las lineas los
intrones. Los rectangulos blancos indican las 5-UTR y 3’-UTR respectivamente, y las cajas grises indican
el ORF. La regién de la deleccién en el mutante gsr-1(tm3574) se indica mediante una linea. b)
Organizacion de las isoformas de las proteinas GSR-1a y GSR-1b, asi como de la proteina truncada
AGSR-1 como resultado de la traduccién del alelo gsr-1(tm3574). Los numeros indican los aminoacidos
que limitan cada domino. Basado en la organizacién descrita para el ortélogo humano GSR (Krauth-Siegel
et al, 1982) y modificado de (Mora-Lorca et al, 2016).

Los animales gsr-1(tm3574) presentan letalidad embrionaria (Figura 1.16), por lo que
este alelo fue mantenido en heterocigosis mediante una version del balanceador gC1
que expresa GFP o RFP (Edgley et al, 2006). En la segregacion de estos animales
balanceados, aparecen individuos homocigotos para la mutacion gsr-1(tm3574), los
cuales poseen un desarrollo embrionario y postembrionario normal, alcanzando el
estadio adulto de forma indistinguible de los animales silvestres. Esto es debido a la
contribucién materna (m+), ya sea de ARNm de gsr-1 y/o de proteina GSR-1, que
permite a los mutantes zigoticamente homocigotos (z-) superar la letalidad
embrionaria y desarrollarse completamente [individuos denominados gsr-1(m+,z-)].
Sin embargo, estos individuos no aportan carga materna a su descendencia
[individuos denominados gsr-1(m-,z-)], la cual presenta letalidad embrionaria

temprana (Mora-Lorca et al, 2016).
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Figura 1.16. Comparacion del desarrollo embrionario de animales wt y gsr-1(m-z-). Los animales con
la mutacion gsr-1(tm3574) en homocigosis presentan letalidad embrionaria en la fase de pregastrula
(Mora-Lorca et al, 2016). Imagenes realizadas con DIC.

Se ha descrito que el silenciamiento del gen gsr-1 mediante ARNi en C. elegans
disminuye la vida media, sensibiliza al prooxidante juglona y al generador de anién
superoxido paraquat y afecta negativamente al proceso de muda de los animales en
ausencia de la enzima tiorredoxina reductasa (Stenvall et al, 2011). Estos mismos
fenotipos fueron encontrados en los animales gsr-1(m+,z-), indicando que la carga
materna es suficiente para alcanzar el estadio adulto en condiciones de crecimiento
favorables, pero que es insuficiente para ofrecer proteccion frente a condiciones de
estrés. Ademas, los animales gsr-1(m+,z-) mostraron un claro fenotipo de
fragmentacion mitocondrial, una reduccioén en el potencial de membrana mitocondrial
y una fuerte induccion de la UPR™, o que indica que la falta de GSR-1 causa en C.

elegans estrés y disfuncion mitocondrial (Mora-Lorca et al, 2016).

Durante la caracterizacion del gen gsr-1 comprobamos que el fenotipo de arresto
embrionario del los embriones gsr-1(m-,z-) pudo ser rescatado expresando la enzima
GSR-1 mediante los transgenes vzEx105 [Pgsr-1::gsr-1::3-UTRgsr-1; Punc-
122::gfp] 'y vzEx93 [Pgsr-1:.gsr-1::gfp; rol-6(su1006)] (este ultimo expresando la
proteina GSR-1 fusionada a GFP), lo que indica que el fenotipo de letalidad es debido
a la falta de gsr-1 y no a una mutacion cercana generada por el protocolo de
mutagénesis indiscriminada usado para aislar la delecion gsr-1(tm3574). Interesante
fue el hecho de que el rescate de la letalidad embrionaria ocurrié cuando los mutantes
gsr-1(m+,z-) expresaron la enzima GSR-1 citoplasmatica (isoforma GSR-1b,
mediante los transgenes vzEx145 [Pgsr-1::gsr-1(A1st exon)::gfp] o vzEx147 [Pgsr-
1::gsr-1(1st ATG->CCT)::gfp]) pero no la mitocondrial (isoforma GSR-1a, con el
transgen vzEx158 [Pgsr-1::gsr-1(2nd ATG->GGT)::gfp]), implicando que la actividad
glutatién reductasa en el citoplasma, pero no en la mitocondria, es esencial para la
viabilidad de C. elegans. Ademas, descartamos que la no esencialidad de GSR-1 en

la mitocondria fuese debida a redundancia entre los sistemas glutation y tiorredoxina
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en este organulo, ya que la letalidad embrionaria de animales gsr-1(m-,z-) fue
rescatada mediante la expresion de la GSR-1 citoplasmatica aun eliminando la
TRXR-2 mitocondrial con la mutacion frxr-2(tm2047). Estos datos plantean la
posibilidad de que el GSSG mitocondrial pudiese ser reducido por otro sistema aun
no descrito en ausencia de GSR-1 y TRXR-2, o alternativamente, que el GSSG
generado en la mitocondria pudiese ser exportado al citoplasma para su reduccién

por GSR-1 en esa localizacion.
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Justificacion y Objetivos

En condiciones basales sin estrés, el citoplasma de las células eucariotas es
mantenido en un estado reducido para favorecer la estabilizacion de los grupos tiol
libres, mientras que el lumen del RE se encuentra mas oxidado para promover la
formacion de puentes disulfuro (Go & Jones, 2008; Hwang et al, 1992). Sin embargo,
el estado redox de estos compartimentos se invierte ante diferentes estreses como
el envejecimiento, la agregacion de proteinas o la inhibicion de la degradacién de
proteinas por parte del proteasoma, de modo que en respuesta a estos estreses
proteotdxicos croénicos, el citoplasma se vuelve mas oxidante, mientras que el RE

cambia a un estado mas reductor (Kirstein et al, 2015).

Este efecto de la alteracion de la homeostasis redox como consecuencia de un estrés
proteotoxico supuso el punto de partida del desarrollo de esta tesis doctoral, en la
que nos planteamos explorar esta misma idea, pero en sentido inverso, es decir, si la
pérdida de la homeostasis redox podria promover la agregacion de proteinas. Para

ello, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Caracterizar el efecto de la mutaciéon gsr-7 en modelos de agregacion de

proteinas.

2. Evaluar el papel del GSH como modulador general de la proteostasis celular.

3. ldentificar los mecanismos moleculares que median el efecto modulador del

GSH en el mantenimiento de la proteostasis celular.
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Resultados

3.1. Efecto del silenciamiento del gen gsr-1 mediante ARN de interferencia en
modelos de agregacion de proteinas en C. elegans.

En un trabajo previo del grupo se llevo a cabo un ensayo de ARN de interferencia de
todos los genes de la familia de las tiorredoxinas, glutarredoxinas y peroxirredoxinas
en dos estirpes transgénicas de C. elegans, que sobreexpresan el péptido p-amiloide
(AB) y la proteina a-sinucleina (a-SYN), respectivamente, en células musculares
(Tabla 3.1). El objetivo de este ensayo era determinar si el mantenimiento de la
homeostasis redox podia tener un papel protector en el desarrollo y progresién de
enfermedades que cursan con agregacion patoldgica de proteinas como el Alzheimer
o el Parkinson, usando para ello el nematodo C. elegans como modelo preclinico.

Para el modelo de la enfermedad de Alzheimer se utilizé la estirpe CL647 que porta
el transgén dvis27 [Pmyo-3::Ap 1-42::let-851 3-UTR] y que expresa el péptido Ap
humano en las células musculares de forma inducible por temperatura, causando en
los animales un fenotipo de paralisis cuando éstos pasan de una temperatura de
crecimiento de 16°C a 23°C (Drake et al, 2003). En el caso del modelo de la
enfermedad de Parkinson, se empleé la estirpe UA50 que porta el transgén baln13
[Punc-54::a-syn::gfp], que expresa en células musculares la proteina a-sinucleina
humana fusionada a GFP (a-SYN::GFP), la cual agrega conforme el animal envejece
(Hamamichi et al, 2008). En el primer modelo se cuantifica la paralisis de los animales

y en el segundo la formacion de agregados fluorescentes en las células musculares.

Como resultado de este estudio se concluyd que, entre todos los genes ensayados,
el silenciamiento de solamente dos genes, dnj-27 y gsr-1, tuvo efecto en ambos
modelos provocando una paralisis mas temprana en animales expresando AB y una
mayor agregacion de la proteina a-SYN::GFP (Tabla 1). El papel del gen dnj-27 (que
codifica una proteina del reticulo endoplasmico con cuatro dominios tiorredoxina) en
la proteostasis celular ha sido previamente descrita por otros miembros de nuestro
grupo (Munoz-Lobato et al, 2014).
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Tabla 3.1. Efecto del silenciamiento por ARNi de los genes de las familias tiorredoxina,
glutarredoxina y peroxirredoxina sobre los fenotipos de paralisis y agregacion de las estirpes
CL647 (que expresa el péptido Af) y UA50 (que expresa la proteina a-SYN), respectivamente.

Categoria g:r;:: Fenotipo en CL647(AB) | Fenotipo en UA50(a-SYN)
trx-1 Disminuye paralisis -
trxr-1 Aumenta paralisis -
trx-2 - -
trxr-2 Aumenta paralisis -
Tiorredoxinas y trx-3 Aumenta paralisis -
tiorredoxinas trx-4 . -
reductasas irx-5 - -
anj-27 Aumenta paralisis Mayor agregaciéon
txl-1 - -
glrx-5 No ensayado? No ensayado?
Glutarredoxinasy | girx-10 - Mayor agregacion
glutation glrx-21 - Mayor agregacion
reductasa glrx-22 - Mayor agregacion
gsr-1 Aumenta paralisis Mayor agregacion
prdx-2 No ensayado?@ No ensayado
Peroxirredoxinas | prdx-3 Aumenta paralisis -
prdx-6 Aumenta paralisis -

Aquellos casos en los que el ARNi del gen no produjo ningun efecto estan representados con un guion. ?
No se pudo ensayar porque el tratamiento con ARNi produjo un fenotipo de letalidad o de arresto
embrionario (Mufioz-Lobato et al, 2014).

En la presente tesis nos enfocamos en la caracterizacion molecular del efecto
protector del gen gsr-1 frente a la agregacion de proteinas y en el mantenimiento de
la proteostasis. El gen gsr-1 codifica para la unica glutation reductasa presente en C.
elegans, la cual obtiene poder reductor del NADPH que usa para convertir el glutation
oxidado (GSSG) en glutation reducido (GSH). EI GSH, tal y como se detalla en el
apartado de la introduccion, es el antioxidante enzimatico mas importante de la célula
debido a su abundancia y multifuncionalidad, siendo capaz de reaccionar
directamente con EROs, detoxificar compuestos xenobioticos, actuar como cofactor
de enzimas antioxidantes o participar en la sefalizacion redox mediante

glutationilaciéon (Aquilano et al, 2014; Deponte, 2013).
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Como primer paso, y para ampliar los resultados obtenidos previamente en los
modelos de Alzheimer y Parkinson, realizamos ensayos de ARNi del gen gsr-7 en un
modelo de enfermedades por repeticion de residuos de glutamina (poliQ) que
constituyen la base molecular de enfermedades neurodegenerativas como el
Huntington o las Ataxia de Friedreich y Machado-Joseph, entre otras (Lieberman et
al, 2019). Para ello usamos la estirpe AM141 que porta el transgén rmis133 [Punc-
54::Q40::yfp] y que expresa en células musculares un polipéptido de 40 repeticiones
de glutamina fusionado a YFP en su extremo C-terminal, de modo que permiten la
visualizacién y cuantificacion de agregados poliQ mediante microscopia de
fluorescencia (Morley et al, 2002). El silenciamiento del gen gsr-1 en animales que
expresan Q40::YFP supuso un incremento en el niumero de agregados con respecto
a la agregacion que presentaron los individuos crecidos con el ARNi control (Figura
3.1a). Ademas, tras dos generaciones en ARNi de gsr-1, la estirpe que expresaba
Q40::YFP mostré un fenotipo de arresto larvario, fenotipo que fue exacerbado a las
cuatro generaciones. Este efecto en el desarrollo del ARNi de gsr-1 no se observo en
animales que expresaban el polipéptido de 35 repeticiones de glutamina fusionado a
YFP (Q35::YFP) a partir del transgén rmls132 [Punc-54::Q35::yfp] y que se usa como
control de agregacién ya que 35 repeticiones de glutamina se consideran como el
umbral de agregacion de este modelo y que coincide con el umbral de patogenicidad
para la enfermedad de Huntington (Morley et al 2002) (Figura 3.1b).
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<« Figura 3.1. Efecto del silenciamiento por ARNi de gsr-71 en animales que expresan Q35::YFP y
Q40::YFP en células musculares. a) El ARNi de gsr-1 incrementa el nimero de agregados de Q40::YFP.
Los datos corresponden con la media de dos experimentos independientes (n=12 por ensayo y condicion)
realizados a dia 3 tras la puesta sincronizada. La barra de error indica el error estandar de la media (SEM).
***p<0.001, usando t-test de dos colas. b) El silenciamiento por ARNi de gsr-1 provoca un retraso en el
desarrollo de los animales que expresan Q40::YFP, evidente tras dos generaciones, siendo mas
penetrante a la cuarta generaciéon. n= numero total de animales ensayados en tres experimentos
independientes

Dado que en el modelo de poliQ observamos no sélo un incremento de la agregacion,
sino también un claro efecto en el desarrollo del animal tras varias generaciones en
ARNi de gsr-1, quisimos volver a evaluar este fenotipo de desarrollo en ensayos de
ARNi en los animales que expresan AB y a-SYN. En el primer caso usamos una
estirpe CL2006 que porta el transgén dvis2 [Punc-54::Af 3-42::unc-54 3"-UTR] y que
expresa AP de forma constitutiva en células musculares (Link, 1995), a diferencia del
modelo descrito anteriormente, que expresaba Ap de forma inducible por temperatura
a partir del transgén dvis27. En este modelo, los animales dv/s2 muestran un fenotipo
de paralisis progresiva dependiente de temperatura, siendo ésta mas rapida a 20°C
que a 16°C. Pese a que los animales que expresan Af sometidos a ARNi de gsr-1
presentaron un claro incremento de la paralisis a 16°C en comparacion con aquellos
individuos crecidos en ARNi control (Figura 3.2a), el ARNi de gsr-1 no provocé ningun

efecto en el desarrollo de los mismos (Figura 3.2b).

a b 3 L1-L2 =@ L3-L4 mm adultos
i Segunda generacion en ARNi Cuarta generacion en ARNi
e~ dvis2 [Punc-54::AB] control ARNi
n=226 n=289 n=287 n=255 n=301 n=274 n=313 n=294

dvls2 [Punc-54::ABJ; gsr-1 ARNi

pr—

w0
o
f

N
o
L

751

504

N
o
L

251

% animales paralizados
w
o
% estadio de desrollo tras
4 dias a 20°C

-
o o
1

o
o
-
o
-
(4]

N0 o o o
S @& R @
W vzo\v RK

¢ R
§ & &

Dias (16°C)

0- -
$\
aete
©
&

Figura 3.2. Efecto del silenciamiento por ARNi de gsr-1 en animales que expresan el péptido A
humano en células musculares. a) La paralisis de los animales dvls2 se incrementa ante el
silenciamiento por ARNi de gsr-1 a la temperatura permisiva de 16°C. Los datos corresponden con la
media de dos experimentos independientes (n=25 por ensayo y condicién). La barra de error indica el error
estandar de la media (SEM). ****p<0.0001, mediante el test log-rank (Mantel-Cox). b) El silenciamiento por
ARNi de gsr-1 no provoca ningun retraso en el desarrollo de los animales que expresan el péptido AB. n=
numero total de animales ensayados en tres experimentos independientes.
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Por ultimo, empleamos un modelo adicional de la enfermedad de Parkinson mediante
la estirpe NL5901 que porta el transgén pkls2386 [Punc-54.:a-syn::yfp] y que expresa
la proteina a-SYN fusionada a YFP en células musculares (Van Ham et al, 2008). En
este caso se observo un incremento significativo de la agregaciéon de a-SYN::YFP
causado por el silenciamiento de gsr-1 (Figura 3.3a) pero tampoco observamos
ningun efecto en el desarrollo (Figura 3.3b), de forma similar a lo que describimos

para los animales que expresan Ap.
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Figura 3.3. Efecto del silenciamiento por ARNi de gsr-1 en animales que expresan la proteina a-
sinucleina en células musculares. a) EI ARNi de gsr-1 incrementa el nimero de agregados de o-
SYN::YFP. Los datos corresponden con la media de dos experimentos independientes (n=12 por ensayo
y condicién). La barra de error indica el error estandar de la media (SEM). **p<0.01, usando t-test de dos
colas. b) El silenciamiento por ARNi de gsr-7 no provoca ningun retraso en el desarrollo de los animales
que expresan la proteina a-SYN::YFP. n= nimero total de animales ensayados en tres experimentos
independientes.

En su conjunto, estos resultados en los que se observé que el silenciamiento del gen
gsr-1 supuso un aumento en la agregacion o paralisis de los modelos estudiados, asi
como en algunos casos, un retraso en el desarrollo, sugieren que la disminucion de
la expresion de gsr-1 tiene un efecto deletéreo en el mantenimiento de la proteostasis

celular en distintos modelos de agregacion de proteinas.

3.2. Efecto de la inhibicion de la sintesis, reduccion y disponibilidad del
glutation reducido.
Tras comprobar que el silenciamiento de gsr-1 provoca un empeoramiento de los

fenotipos derivados de la agregacion de proteinas, nos propusimos fenocopiar dichos
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resultados con diferentes compuestos que afectan a la disponibilidad del GSH en C.
elegans. Para ello, empleamos la butionina sulfoximina (BSO, un inhibidor de la y-
glutamil cisteil sintetasa que cataliza la primera reaccion en la sintesis del GSH) (Ford
et al, 1996); 1,3-Bis(2-cloroetil)-1-nitrosourea (BCNU, un inhibidor de la glutation
reductasa) (Frischer & Ahmad, 1977) y dietiimaleato (DEM, un compuesto que alquila
e inactiva al GSH) (Boyland & Chasseaud, 1967).

Decidimos tratar con estos farmacos animales que expresan Q35::YFP y Q40::YFP
en células musculares y comprobar si existia algun fenotipo deletéreo desde su
desarrollo embrionario hasta la etapa adulta. Tras partir de una puesta sincronizada
de huevos, observamos que ninguno de los tratamientos utilizados causé efecto
alguno en los animales que expresaban Q35::YFP, los cuales alcanzaron la edad
adulta sin mostrar ninguna alteracion en su desarrollo (Figura 3.4). Sin embargo, los
animales Q40::YFP sufrieron arresto en el desarrollo larvario al estar expuestos a
cada uno de los tres inhibidores (Figura 3.4), consistente con el umbral de
patogenicidad descrito para este modelo de 35 residuos de poliglutamina (Morley et
al 2002). Este fenotipo de parada en el desarrollo larvario tuvo diferente grado de
penetrancia en cada uno de los tratamientos, siendo el mas destacable el fenotipo de
los animales tratados con DEM, en el que todos los animales interrumpieron su
desarrollo en los primeros estadios larvarios L1-L2.
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Figura 3.4. Efecto de la inhibicién de los genes que afectan a la disponibilidad de GSH en animales
que expresan proteinas Q35::YFP y Q40::YFP en células musculares. La inhibicion quimica de (a) la
sintesis de GSH mediante BSO, (b) la reduccion de GSSG mediante BCNU vy (c) la deplecion de GSH
mediante DEM provoca arresto larvario en animales que expresan Q40::YFP pero no Q35:YFP. n=
numero total de animales ensayados en tres experimentos independientes.
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Estos experimentos demuestran que la disminucién de los niveles de GSH mediante
el uso de inhibidores especificos de la sintesis, reduccion y disponibilidad del glutation
aumenta los fenotipos asociados a la agregacion de proteinas y refuerzan los datos

obtenidos previamente con el silenciamiento por ARNi de gsr-1.

3.3. Efecto de la mutacion gsr-1(tm3574) en modelos de agregacion de
proteinas exégenas en C. elegans.
Una vez demostrada (farmacolégicamente y por silenciamiento del gen gsr-1) la
relacion entre una menor disponibilidad de GSH vy la alteracién de la proteostasis
celular, el siguiente objetivo que nos propusimos fue confirmar dichos resultados
mediante la utilizacién de animales mutantes para el gen gsr-1. Para ello, usamos el
alelo gsr-1(tm3574), que consiste en una delecion de 383pb que elimina parte del
tercer exoén, el tercer intron y parte del cuarto exén del gen gsr-1 (Figura 1.14). Este
alelo codifica una proteina GSR-1 que carece de la mayor parte del dominio de unién
a NADPH vy parte del segundo dominio FAD y que carece de actividad enzimatica
glutation reductasa in vitro (Mora-Lorca et al, 2016). Por tanto, gsr-1(tm3574) es un

alelo de pérdida de funcion.

Los mutantes gsr-1(tm3574) homocigotos tienen un fenotipo de letalidad embrionaria
con un 100% de penetrancia, por lo que esta mutacion se mantiene en heterocigosis
mediante el balanceador qC1 que lleva incorporado GFP o RFP (Mora-Lorca et al,
2016; Edgley et al, 2006). Asi, un 25% de la descendencia de los animales
balanceados dara lugar a individuos con la mutacion gsr-1(tm3574) en homocigosis
(z-) que, gracias al aporte materno (m+) bien de ARN mensajero de gsr-1, bien de la
propia proteina GSR-1 o ambos, consiguen alcanzar la edad adulta sin aparente
fenotipo visible [individuos denominados gsr-1(m+,z-)]. No obstante, los animales
adultos gsr-1(m+,z-) no aportan la carga materna a la siguiente generacion, de forma
que su descendencia [individuos denominados gsr-1(m-,z-)] presenta arresto

embrionario.

Por tanto, la viabilidad durante una generacion de los animales gsr-1(m+,z-) posibilita
la evaluacion del efecto de la mutaciéon gsr-7 en homocigosis sobre los diferentes
modelos de agregacién que nos propusimos ensayar y asi, validar los resultados

previos obtenidos mediante ARNi y tratamientos farmacoldgicos.
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3.3.1. Modelos de agregacion por repeticiones de residuos de glutamina.
Como se comento anteriormente, las enfermedades de poliglutamina se caracterizan
por la agregacion de proteinas que presentan repeticiones del aminoacido glutamina,
siendo su patogenicidad dependiente de la longitud de dichas repeticiones (Brignull
et al, 2006b).

Para el estudio del efecto de la deficiencia de gsr-1 en modelos de enfermedades de
poliglutamina, generamos animales gsr-1(m+,z-) en fondos genéticos que
expresaban Q35::YFP y Q40::YFP en células musculares (a partir de los transgénes
rmls132 [Punc-54::Q35::yfp] y rmmis133 [Punc-54::Q40::yfp]) y realizamos la
cuantificacion de los agregados fluorescentes a lo largo del envejecimiento de los
nematodos a los dias 3, 4 y 7 desde la puesta sincronizada de huevos. Como
resultado obtuvimos que, mientras que los animales Q35::yfp o gsr-1(m+,z-); Q35::yfp
mostraron una baja agregacion, si que existi6 mayor numero de agregados en
animales Q40::yfp durante el envejecimiento. Ademas, este fenotipo de los individuos
Q40::yfp fue potenciado en el mutante gsr-1(m+,z-) ya que el nimero de agregados
fue significativamente mas elevado que en los individuos control Q40::yfp durante los
primeros dias, con tendencia a equilibrarse dicha diferencia en la agregacion en los
animales mas envejecidos (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Efecto de la mutacion gsr-1 en animales que expresan Q35::YFP y Q40::YFP en células
musculares. La mutacién gsr-1(m+,z-) incrementa el nimero de agregados Q40::YFP pero no en animales
Q35::YFP. Los datos corresponden a la media de tres experimentos independientes (n=10 por ensayo y
estirpe). La barra de error indica el error estandar de la media (SEM). **p<0.01, ****p<0.0001, usando t-
test de dos colas. Las fotografias de fluorescencia muestran ejemplos representativos de los genotipos
que expresan Q40::YFP en células musculares a dia tres tras la puesta sincronizada (barra de escala
100um).
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A continuacion, nos propusimos estudiar si el efecto protector de GSR-1 esta limitado
a las células musculares o se presenta también otros érganos, por lo que decidimos
analizar la agregacion de las proteinas poliQ, pero esta vez siendo expresadas en las
neuronas de los animales gsr-1(m+,z-). Para ello, usamos un modelo de C. elegans
para la enfermedad de Machado-Joseph en el que se expresa la proteina humana
ataxina-3 (ATXN3) fusionada a YFP en todas las neuronas del nematodo (Teixeira-
Castro et al, 2011). Al igual que en el caso de la expresion de poliQ en células
musculares, comparamos el nimero de agregados en animales control que expresan
la proteina ATXN3::Q75::YFP (75 repeticiones de glutamina en este modelo estan
por debajo del umbral de patogenicidad), con animales que expresan la proteina
patogenica ATXN3::Q130::YFP desde los transgenes rmls237 [Prgef-1::AT3v1-
1::Q75::yfp] 'y rmis263 [Prgef-1::AT3v1-1::Q130::yfp]), respectivamente. La
cuantificacion de los agregados se realizé en el segmento del cordon nervioso ventral
que va desde el final de la faringe hasta la vulva. Como muestra la figura 3.6a, apenas
se observaron agregados en los animales que expresan ATXN3::Q75:YFP y
ATXN3::Q130::YFP a lo largo del envejecimiento, fenotipo similar al observado en los
animales gsr-1(m+,z-) que expresan ATXN3::Q75::YFP. Por el contrario, y al igual
que ocurria con la expresion de poliQ en células musculares, donde la falta de GSR-
1 potencié la agregacion de la proteina fluorescente Q40::YFP, la mutacion gsr-1
causo un robusto incremento de la agregacion de la proteina ATXN3::Q130::YFP en

neuronas.

De forma complementaria decidimos realizar ensayos de inhibicion farmacolégica
para fenocopiar el efecto de la mutacion de gsr-7 en este modelo poliQ neuronal.
Debido a que el empleo de DEM en animales que expresan Q40::YFP en células
musculares mostré el fenotipo mas severo, con un arresto total en los primeros
estadio del desarrollo larvario L1 y L2, decidimos que éste seria el tratamiento a
utilizar en este tipo de ensayos. Sin embargo, sorprendentemente, mientras que la
expresion en células musculares de la proteina Q40::YFP causo un efecto deletéreo
en el desarrollo de los animales en presencia de 2,5mM DEM, sin que tuviera ningun
efecto en los animales que expresan Q35::YFP, en el modelo de poliQ expresado de
forma pan-neuronal encontramos afectado el desarrollo larvario en animales que
expresan la proteina control ATXN3::Q75::YFP, pero ningun efecto en los animales

que expresaron la proteina patogénica ATXN3::Q130::YFP (Figura 3.6b).
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Figura 3.6. Efecto de la mutacion gsr-1 y el tratamiento con dietil maleato (DEM) en animales que
expresan proteinas poliQ en neuronas. a) La mutacién gsr-1(m+,z-) incrementa el numero de agregados
de ATXNS::Q130::YFP mientras que no se observa ningun efecto en animales control que expresan
ATXN3::Q75::YFP. Los datos corresponden con la media de tres experimentos independientes (n=12 por
ensayo y estirpe). La barra de error indica el error estandar de la media (SEM). ****p<0.0001, usando t-
test de dos colas. Las fotografias de fluorescencia muestran ejemplos representativos de los genotipos
que expresan ATXN3::Q130::YFP en neuronas a dia cinco tras la puesta sincronizada (barra de escala
20um). b) El tratamiento con 3mM DEM afecta al desarrollo de animales que expresan de forma pan-
neuronal ATXN3::Q75::YFP pero no a aquellos que expresan ATXN3::Q130::YFP. n= numero total de
animales ensayados en tres experimentos independientes.

Para una mayor confirmacion del efecto que causa la mutacion gsr-7 en modelos de
poliQ neuronales, evaluamos la respuesta a la estimulacion mecanica de animales
gsr-1(m+,z-) que expresan los primeros 57 aminoacidos de la proteina humana
Huntingtina (HTT57) seguida de dos repeticiones diferentes de glutamina (Q19 y
Q128) y fusionada a CFP, expresadas en las neuronas mecanosensoriales a partir
de los transgénes igls245 [Pmec-3::htt57-19Q::cfp; lin-15(+); Pmec-7:yfp] e
igls1[Pmec-3::htt57-128Q::cfp; lin-15(+); Pmec-7::yfp], respectivamente (Parker et al,
2001). Estos animales, ante el estimulo de ser tocados en la cabeza o en la cola con
una pestana, reaccionan moviéndose hacia atras si se estimulan en la zona de la
cabeza o hacia delante si se estimulan en la zona de la cola. Al evaluar la respuesta
a la estimulacién mecanica observamos que la falta de gsr-1 no provocé ninguna
diferencia en los animales control que expresaban la proteina HTT57::Q19::CFP. Por
otro lado, los animales que expresan HTT57::Q128::CFP fueron menos sensibles a
la estimulacion que aquellos que expresaban HTT57::Q19::CFP y este fenotipo fue
potenciado por la mutacion gsr-1, ya que la respuesta sensorial fue significativamente
menor que en individuos control HTT57::Q128::CFP (Figura 3.7a). Por otro lado, no
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observamos diferencias significativas en el desarrollo larvario ante la exposicion a

DEM en animales que expresan las dos variantes de HTT57 (Figura 3.7b).
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Figura 3.7. Efecto de la mutacion gsr-1 y el tratamiento con dietil maleato (DEM) en animales que
expresan proteinas poliQ en neuronas mecanosenoriales. a) Los animales que expresan
HTT57::Q128::CFP muestran una menor respuesta mecanosensorial comparados con animales que
expresan HTT57::Q19::CFP. Esta menor respuesta es potenciada por la mutacién gsr-1(m+,z-). Los datos
corresponden a la media de dos experimentos independientes (n>100 animales por ensayo y estirpe). La
barra de error indica el error estandar de la media (SEM). ***p<0.001, usando t-test de dos colas. b) El
tratamiento con 3mM de DEM no afecta al desarrollo larvario de animales que expresan en neuronas
mecanosensoriales las proteinas HTT57::Q19::CFP y HTT57::Q128::CFP. n= numero total de animales
ensayados en tres experimentos independientes.

Finalmente, también evaluamos la agregacién de proteinas poliQ en mutantes gsr-
1(m+,z-) que expresan la proteina Q44::YFP en células intestinales a partir del
transgén dris20 [Pvha-6::Q44::yfp; rol-6(su1006)] (Moronetti Mazzeo et al, 2012).
Aunque a la temperatura de 20°C no existio ninguna diferencia en la agregacion de
Q44::YFP a lo largo del envejecimiento, a 16°C los animales gsr-1(m+,z-) mostraron
una agregacioén mas temprana y con agregados de mayor tamafio que los controles
Q44::YFP (Figura 3.8a). Al igual que en el modelo de Q40::YFP en musculo, el
tratamiento con DEM en animales Q44::YFP afectdé negativamente al desarrollo

larvario (Figura 3.8b).
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Figura 3.8. Efecto de la mutacion gsr-1 y el tratamiento con dietil maleato (DEM) en animales que
expresan proteinas poliQ en células intestinales. a) Aparicion de agregados Q44::YFP en el intestino
a lo largo del tiempo. La mutacién gsr-1(m+,z-) causa una agregaciéon mas temprana de los animales
Q44::YFP cuando se incuban a 16°C pero no a 20°C, en comparacion con individuos control. Los datos
corresponden a la media de tres experimentos independientes (n=50 por ensayo y estirpe). La barra de
error indica el error estandar de la media (SEM). ***p<0.001, mediante el test log-rank (Mantel-Cox). Las
fotografias de fluorescencia muestran ejemplos representativos de los genotipos que expresan Q44::YFP
en células intestinales a dia 10 desde la puesta sincronizada (barra de escala 20um). b) El tratamiento con
3mM de DEM afecta al desarrollo de animales que expresan de Q44::YFP en células intestinales. n=
numero total de animales ensayados en tres experimentos independientes.

En su conjunto, todos estos resultados confirman una funcién protectora de Ila
glutation reductasa frente a la agregacion proteica en diversos modelos de
enfermedades de poliglutamina en C. elegans. Este efecto protector resultd ser
independiente del tipo de tejido u érgano donde se expresan las proteinas con los
residuos de poliglutamina. Sin embargo, el tratamiento con DEM no parece tener el
mismo efecto en el desarrollo larvario en animales que expresan las proteinas poliQ
en neuronas en comparacion con los individuos que las expresan en otros érganos

como musculo o intestino.

3.3.2. Modelos de agregacion del péptido Ap.
Como se mostro anteriormente, el silenciamiento por ARNi de gsr-1 caus6 un
aumento de la pardlisis en los animales que expresan AB en células musculares
desde el transgén integrado dvis2 [Punc-54::Afs42::unc-54 3-UTR] cuando fueron
crecidos a la temperatura permisiva de 16°C (Figura 3.2). Quisimos validar este
resultado expresando este mismo transgén dvis2 en mutantes gsr-1(m+,z-) y, al igual
que lo observado mediante el ensayo con ARNi, la paralisis de individuos que
expresan AP en células musculares se incremento significativamente a lo largo del

envejecimiento en individuos gsr-1(m+,z-) a 16°C en comparacién con los animales
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control (Figura 3.9a). Ademas, la exposicién de animales dvis2 a 2 mM DEM causé
un completo arresto del desarrollo larvario en el estadio L1-L2 (Figura 3.9b), similar
al observado en los animales que expresan el transgén rmls133 [Punc-54::Q40::yfp]
(Figura 3.4).
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Figura 3.9. Efecto de la mutacion gsr-1 y el tratamiento con dietil maleato (DEM) en animales que
expresan el péptido ABs.42 humano en células musculares. a) La mutacion gsr-1(m+,z-) incrementa el
fenotipo de pardlisis en animales Afs42. Los datos corresponden a la media de tres experimentos
independientes (n=25 por ensayo y estirpe). La barra de error indica el error estandar de la media (SEM).
****n<0.0001, mediante el test log-rank (Mantel-Cox). b) El tratamiento con 2mM de DEM afecta al
desarrollo de animales que expresan Afs.42. Como control wt se emplearon animales que expresan el

transgen dvis22 [rol-6(su1006)]. n=numero total de animales ensayados en tres experimentos
independientes.

Decidimos ensayar a continuacién animales que expresan AR en células musculares
desde el transgén dvis14 [Punc-54:: AB1-a2; Pmtl-2::gfp], y que muestran también un
fenotipo de paralisis (McColl et al, 2009). La razon de usar estos animales estriba en
el hecho de que el transgén dvis2 expresa el péptido ABs-42 mientras que el transgén
dvis14 expresa la forma completa AB142. Del mismo modo que ocurrié con los
animales dvis2, los individuos dvis14; gsr-1(m+,z-) presentaron una mayor paralisis
con respecto al control dvis14 a la temperatura permisiva de 16°C. Es importante
resaltar que el fenotipo de paralisis causado por la mutaciéon gsr-7 es mucho mas
rapido en los animales dvis14 posiblemente debido a que éste expresa la forma
completa de Ap (Figura 3.10a). Ademas, estos individuos dvls14; gsr-1(m+,z-) fueron
incapaces de expulsar los embriones fuera del Utero, mostrando un robusto fenotipo
de matricidio por eclosion de la progenie en el utero de los progenitores (Figura

3.10b). Dada la imposibilidad de realizar puestas sincronizadas de huevos con esta
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estirpe y, por lo tanto, observar el desarrollo de los animales decidimos no realizar

ensayos farmacolégicos con DEM.
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Figura 3.10. Efecto de la mutacion gsr-1 en animales que expresan el péptido Afi42 humano en
células musculares. a) La expresion de AB1.42 desde el transgén dv/s14 provoca un rapido incremento de
la pardlisis en animales gsr-1(m+,z-). Los datos corresponden a la media de tres experimentos
independientes (n=25 por ensayo y estirpe). La barra de error indica el error estandar de la media (SEM).
****n<0.0001, mediante el test log-rank (Mantel-Cox). b) La mutacion gsr-1(m+,z-) provoca una completa
incapacidad de expulsar embriones en animales que expresan AB142 mediante el transgén dvis14. Los
datos corresponden a la media de tres experimentos independientes (n=50 por ensayo y estirpe). La barra
de error indica el error estandar de la media (SEM). ****p<0.0001, usando t-fest de dos colas. Las
fotografias muestran ejemplos representativos de animales adultos dvis14 y dvis14; gsr-1(m+,z-). Barra
de escala 100um.

Posteriormente quisimos saber si esta interaccion entre la expresion de AB vy la
mutacion gsr-1 se daba en otros tipos celulares ademas del muscular, de igual modo
que hicimos con los modelos de enfermedades de poliglutamina. Para ello
generamos mutantes gsr-1 expresando AB en neuronas desde el transgén gnals2
[Punc-119::Af; Pmyo-2::yfp] (Fong et al, 2016). Los animales gnals2; gsr-1(m+,z-)
presentaron un importante retraso en el desarrollo larvario en comparacioén con los
controles, demostrando que el efecto negativo de la mutacién gsr-1 en fenotipos
asociados a la agregacion del péptido Ap también ocurre en el sistema nervioso
(Figura 3.11a). Ademas, este efecto fue fenocopiado mediante el tratamiento con
DEM, donde los individuos gnals2 presentaron mayor sensibilidad al compuesto
(Figura 3.11b).
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Figura 3.11. Efecto de la mutacién gsr-1 y el tratamiento con dietil maleato (DEM) en animales que
expresan el péptido AB142 humano en neuronas. a) El desarrollo de los animales que expresan AB1.42
en neuronas se ve afectado por la mutacion gsr-1(m+,z-). Los datos corresponden a la media de tres
experimentos independientes (n=40 por ensayo y estirpe). La barra de error indica el error estandar de la
media (SEM). ****p<0.0001, usando t-test de dos colas. Las fotografias muestran ejemplos representativos
de los tamafios cada genotipo. b) El tratamiento con 3mM de DEM afecta al desarrollo de animales que
expresan AB en neuronas. Los datos representan la media de tres experimentos independientes.
n=numero total de animales ensayados en tres experimentos independientes.

Con todos estos datos podemos concluir que la falta de disponibilidad de GSH, como
consecuencia de la mutacioén gsr-1 o por el tratamiento con DEM, tiene un efecto
deletéreo en los fenotipos derivados de la expresion de A tanto en neuronas como

en células musculares.

3.3.3. Modelos de agregacion de la proteina a-sinucleina.
Tras confirmar que la mutacion gsr-1 impacta negativamente en diversos fenotipos
derivados de la agregacién del péptido AB y de proteinas con repeticiones de
glutamina, quisimos saber si existia la misma interaccion en animales que expresan
la proteina a-sinucleina humana (a-SYN), recapitulando la enfermedad de Parkinson
en C. elegans. Para ello, usamos animales que portan el transgén pkls2386 [Punc-
54::a-synuclein::yfp; unc-119(+)] que expresa en células musculares la proteina
humana o-SYN fusionada a YFP, lo que permite cuantificar los agregados de a-
SYN::YFP mediante microscopia de fluorescencia (Van Ham et al, 2008). En
mutantes gsr-1(m+,z-) de 3 dias de edad, la agregacion de o-SYN::YFP fue
significativamente superior que en animales silvestres control. Ademas, este fenotipo
fue potenciado durante el envejecimiento, ya que los agregados en los mutantes gsr-
1(m+,z-) fueron mucho mas abundantes que en los animales control en individuos de

5 dias de edad (Figura 3.12a). A pesar de este efecto de la mutacion gsr-7 en el
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aumento de los agregados de la proteina a-SYN::YFP en células musculares, no
observamos ningun fenotipo en el tratamiento con DEM en este modelo (Figura
3.12b). Esta la falta de sensibilidad ante la exposicion a DEM puede ser debida al
poco efecto que tiene la agregacion de a-SYN en la motilidad del animal (Van Ham
et al, 2010), lo que sugiere que la agregacion de a-SYN no causa una toxicidad
severa como para afectar al desarrollo, a diferencia de los modelos de poliglutamina
o AB.
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Figura 3.12. Efecto de la mutacién gsr-1 y el tratamiento con dietil maleato (DEM) en animales que
expresan la proteina a-sinucleina humana en células musculares. a) La mutacién gsr-1(m+,z-) causa
un aumento en el numero de agregados de o-SYN::YFP en células musculares. La cuantificacién de los
agregados se llevd a cabo en la regidn entre los dos bulbos faringeos. Los datos corresponden con la
media de tres experimentos independientes (n=12 por ensayo y estirpe). La barra de error indica el error
estandar de la media (SEM). ****p<0.0001, usando t-test de dos colas. Las fotografias de fluorescencia
muestran una representacion de cada genotipo a dia 5 tras la puesta sincronizada de huevos (barra de
escala 10um). b) Los animales que expresan la proteina a-SYN::YFP humana en células musculares no
sufren ningun efecto en su desarrollo ante la exposicién a DEM. Los datos representan la media de tres
experimentos independientes. n=numero total de animales ensayados en tres experimentos
independientes.

Tras este resultado, y continuando con la metodologia de evaluar agregaciéon en
diferentes tipos celulares de mutantes gsr-1, usamos el transgén baln11 [Pdat-1::a-
synuclein; Pdat-1::gfp], el cual expresa o-SYN en las seis neuronas dopaminérgicas
de la cabeza de C. elegans (4 CEP y 2 ADE) (Sulston et al, 1975), con el objetivo de
evaluar la posible neurodegeneracion dopaminérgica ante la falta de GSR-1. El
transgén baln11 permite la observacion de las seis neuronas dopaminérgicas
mediante GFP expresada bajo el control del promotor del transportador de la
dopamina dat-1 (Jayanthi et al, 1998). La expresion de la proteina a-SYN provoca la

muerte progresiva de las neuronas dopaminérgicas, que se manifiesta por la pérdida
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de fluorescencia, de manera que es posible cuantificar el dafio causado por la
expresion de la proteina a-SYN cuantificando la integridad del marcaje fluorescente
en dendritas, axones y cuerpos neuronales. En este caso, la expresion de a-SYN en
los animales gsr-1(m+,z-) provocd una mayor neurodegeneracion dopaminérgica a lo
largo del envejecimiento en comparacion con los individuos control que expresan la
proteina a-SYN en fondo silvestre, confirmando el impacto negativo de la falta de
GSR-1 en este otro modelo de agregacion (Figura 3.13a). Al igual que en el caso de
la expresion de a-SYN en células musculares, el tratamiento con DEM no afecto6 al
desarrollo en el modelo de neuronas dopaminérgicas (Figura 3.13b). El hecho que la
funcion dopaminérgica no es esencial para el desarrollo de C. elegans (Sanyal et al,
2004) podria explicar la resistencia al tratamiento con DEM en este modelo.
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Figura 3.13. Efecto de la mutacién gsr-1 en animales que expresan la proteina a-sinucleina humana
en neuronas dopaminérgicas. La mutacion gsr-1(m+,z-) acelera la neurodegeneraciéon de neuronas
dopaminérgicas durante el envejecimiento en animales que expresan la proteina a-SYN humana. Los
datos corresponden con la media de tres experimentos independientes (n=30 por ensayo y estirpe). La
barra de error indica el error estandar de la media (SEM). *p<0.1, **p<0.01, usando t-test de dos colas. b)
Los animales que expresan la proteina a-SYN humana en neuronas dopaminérgicas no sufren ningdn
efecto en su desarrollo ante la exposicion a DEM. Los datos representan la media de tres experimentos
independientes. n=numero total de animales ensayados en tres experimentos independientes.

En su conjunto, los datos obtenidos en el modelo de agregacion de a-sinucleina, junto
con los anteriormente comentados en los modelos de AP y proteinas de poliQ,
corroboran el papel protector de la glutation reductasa y del correcto balance de GSH

en el mantenimiento de la proteostasis celular.
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3.4. Efecto de la deficiencia de GSR-1 en la agregacion de proteinas endégenas
de C. elegans.

Los modelos descritos hasta el momento expresan en el nematodo proteinas

exogenas tendentes a la agregacion, bien artificiales como las fusiones de

poliglutaminas con proteinas fluorescentes, bien presentes en células humanas como

AB y a-sinucleina, pero no en células de C. elegans.

Para comprobar si el efecto protector de GSR-1 ante la agregacion de estas proteinas
humanas descrito anteriormente se extiende también al caso de proteinas endégenas
de C. elegans que forman agregados, usamos los mutantes termosensibles unc-
52(e669su250) y let-60(ga89), los cuales presentan fenotipos asociados a estrés
proteotdxico en funcién de la temperatura de crecimiento del nematodo (Gidalevitz et
al, 2006).

El gen unc-52 de C. elegans codifica para varias proteinas homologas a perlecan, un
proteoglicano de heparan sulfato de la membrana basal de mamiferos (Rogalski et
al, 1995). Los animales que portan la mutacion termosensible unc-52(e669su250)
presentan una paralisis de practicamente todo el cuerpo, permitiendo soélo el
movimiento de la cabeza. Este fenotipo es progresivo a lo largo del envejecimiento
del animal y es dependiente de la temperatura, de modo que la paralisis es mucho
mas temprana cuando los animales son crecidos a 25°C mientras que, a la
temperatura permisiva de 16°C, la paralisis se ve considerablemente retrasada
(Gidalevitz et al, 2006). La introduccién de la mutacion gsr-1(m+,z-) en los animales
unc-52(e669su250) causoé un fuerte incremento de la paralisis cuando los animales
fueron crecidos a la temperatura permisiva de 16°C (Figura 3.14a). Este resultado
indica que la falta de GSR-1 provoca una pérdida de la proteostasis celular, que se
traduce en la desestabilizacion de la proteina metaestable UNC-52, similar a la que
ocurre cuando los animales unc-52(e669su250) son crecidos a 25°C. Ademas, el
tratamiento con DEM a 16°C caus6 una parada completa en el desarrollo larvario de
animales unc-52(e669su250) en el estadio L1-L2, fenocopiando el efecto negativo de
la mutacion gsr-1(m+,z-) (Figura 3.14b), mismo resultado que se observd en los

modelos de poliQ (Figura 3.4a) y AB (Figura 3.9b) expresados en células musculares.
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Figura 3.14. Efecto de la mutacién gsr-1y el tratamiento con dietil maleato (DEM) en C. elegans que
expresan la proteina mestaestable UNC-52. a) La mutacién gsr-1(m+,z-) incrementa el fenotipo de
paralisis de animales unc-52(e699su250) cuando son crecidos a la temperatura permisiva de 16°C. Los
datos corresponden con la media de tres experimentos independientes (n=50 por ensayo y estirpe). La
barra de error indica el error estandar de la media (SEM). ****p<0.0001, mediante el test log-rank (Mantel-
Cox). b) El tratamiento con 2mM de DEM causa un completo arresto larvario en los estadios L1-L2 en
mutantes unc-52(e699su250) crecidos a la temperatura permisiva de 16°C. Los datos representan la media

de tres experimentos independientes. n=numero total de animales ensayados en tres experimentos
independientes.

De igual manera, la mutacion let-60(ga89) causa un fenotipo de letalidad embrionaria
con un 100% de penetrancia a la temperatura restrictiva de 25°C, mientras que el
desarrollo embrionario de estos animales es normal a 16°C (Gidalevitz et al, 2006).
Debido a que los animales gsr-1(m+,z-) presentan el mismo fenotipo de letalidad
embrionaria de su descendencia que los mutantes let-60(ga89) a 25°C, no podiamos
realizan los ensayos fenotipicos con los animales con la mutacion gsr-1(m+,z-) en
homocigosis y que expresasen la proteina LET-60 metaestable. Por esta razén,
decidimos generar un doble mutante en el que la mutacion let-60 en homozigosis se
combina con la mutacion gsr-1 en heterozigosis mediante el balanceador qC1::rfp.
Sin embargo, cuando generamos el doble mutante let-60(ga89); gsr-1/qC1.:rfp,
encontramos que estos animales también presentaban una letalidad embrionaria del
100%, lo cual nos impedia mantener esta estirpe (Figura 3.15a). Esta letalidad
embrionaria la encontramos hasta en cuatro intentos independientes de generar este
doble mutante, lo que sugeria que el balanceador qC1.:rfp podia tener algun efecto
sobre la mutacion let-60(ga89). Por esta razén, decidimos generar el doble mutante
manteniendo la mutacién gsr-1 balanceada con otra version del balanceador qC1 que
lleva como marcador GFP en lugar de RFP. Asi, con esta version del balanceador

conseguimos generar el doble mutante let-60(ga89); gsr-1/ qC1::gfp viable, pero fue
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interesante encontrar que a la temperatura permisiva de 16°C, estos animales no
segregaron ningun individuo let-60(ga89); gsr-1(m+,z-), confirmando que existe un
interaccion letal que impide obtener animales que expresen esta proteina
metaestable LET-60 en un fondo genético gsr-71 incluso a temperatura permisiva
(Figura 3.15b). Ademas, este resultado fue apoyado por el fenotipo de arresto larvario

que presentaron los mutantes let-60(ga89) expuestos a DEM (Figura 3.15c).
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Figura 3.15. Efecto de la mutacién gsr-1y el tratamiento con dietil maleato (DEM) en C. elegans que
expresan la proteina mestaestable LET-60. a, b) La mutacién gsr-1 incrementa el fenotipo de arresto
embrionario en los animales /let-60(ga89) cuando son crecidos a la temperatura permisiva de 16°C. (a) Los
individuos let-60(ga89); gsr-1/qC1::rfp Unicamente producen embriones arrestados mientras que (b) los
individuos let-60(ga89), gsr-1/qC1::gfp generan Unicamente animales balanceados y embriones arrestados
qC1::gfp homocigotos pero no individuos viables gsr-1(m+,z-); let-60(ga89). Los datos corresponden con
la media de tres experimentos independientes (n > 100 animales/embriones por ensayo y estirpe). La
barra de error indica el error estandar de la media (SEM). ****p<0.0001, usando t-test de dos colas. c) El
tratamiento con 3mM de DEM causa un fenotipo de arresto embrionario en animales que expresan LET-
60 metaestable. Los datos representan la media de tres experimentos independientes. n= nimero total de
animales ensayados en tres experimentos independientes.

Los ensayos de expresion de proteinas enddégenas metastables de C. elegans, nos
permiten concluir que el papel protector de la glutatién reductasa y un correcto
mantenimiento de los niveles de GSH son criticos para el mantenimiento de la
proteostasis en este organismo y refuerzan su posicionamiento como un mecanismo
de proteccion esencial frente al estrés proteotdxico, que ocurre independientemente
de la naturaleza de la proteina que agrega (endégena o exdgena) y del tipo celular
donde dicha agregacion se produce.
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3.5. Mecanismo molecular del efecto protector de GSR-1 en la homeostasis
proteica.

La proteostasis es un mecanismo por el cual las células responden rapidamente a su
ambiente intracelular y extracelular para mantener las proteinas en su estado 6ptimo
de actividad. Se encuentra controlada por numerosos mecanismos que promueven
el correcto plegamiento de las proteinas, previenen o corrigen la pérdida de
conformacion y la agregacion, e incluso dirigen proteinas hacia su degradacion
(Powers & Balch, 2013).

Con todos los resultados obtenidos mediante ARNi, tratamiento con DEM y con
mutantes gsr-1(m+,z-) en varios modelos de agregacién de proteinas, resulta
evidente que la mutacion gsr-1 tiene un impacto importante sobre la proteostasis
celular en C. elegans. Por tanto, como siguiente paso, nos planteamos identificar el
mecanismo molecular por el cual la glutation reductasa, y por tanto un correcto

mantenimiento del estado redox del glutation, regula la proteostasis celular.

Para resolver esta cuestiéon, decidimos generar mutantes gsr-1(m+,z-) que
expresasen diferentes reporteros de regulacion de la proteostasis, y asi evaluar la
posible alteracién que causase la mutacién gsr-1 en la induccion de cada uno de los
reporteros, tanto en situaciones basales como en distintas situaciones de estrés. De
esta forma comprobariamos si la mutacion gsr-1 estaria causando una respuesta
inadecuada de alguno de los mecanismos que controlan la proteostasis o evitando

su induccion ante un estimulo determinado.

3.5.1. Identificacion de la ruta de control de la proteostasis afectada por la
falta de GSR-1.
3.5.1.1. Ruta de estrés citoplasmatico.

Una ruta importante de regulacién de la proteostasis es la llevada a cabo a través de
la HSR (heat shock response) y la activacion del factor de transcripcion HSF1 (heat
shock factor 1), que tiene como consecuencia la proteccion celular frente al dafio
proteotdxico en el citoplasma (Tatum et al, 2015). HSF1 regula la transcripcion de
una familia de genes que codifican HSPs (heat shock proteins), las cuales actuan
como chaperonas moleculares para mantener la conformacién de las proteinas
durante estrés (Guisbert et al, 2013).
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Para continuar investigando el posible mecanismo de regulacion de la proteostasis
afectado por la ausencia GSH, cuantificamos la induccion del factor de transcripcion
HSF-1 de C. elegans fusionado a GFP cuya expresion esta mediada por el transgén
drSi13[Phsf-1::hsf-1::gfp::unc-54 3°-UTR] (Morton & Lamitina, 2013). Ademas,
empleamos el reportero transcripcional rmls223[Phsp-70::gfp; rol-6(su1006)] que
expresa la proteina GFP bajo el control del promotor del gen hsp-70, regulado por
HSF-1 (Morley & Morimoto, 2004). Cuantificamos la induccién de ambos reporteros
tanto en condiciones basales como ante un estrés, que en este caso fue la exposicion
a 35°C durante una hora. No existié ninguna variacion significativa en la induccion de
los dos marcadores en animales gsr-1(m+,z-) bajo ninguna de las condiciones
ensayadas (Figura 3.16), lo cual sugiere que la falta de GSR-1 no altera el mecanismo

de regulacion de la proteostasis mediante la HSR.
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Figura 3.16. Efecto de la mutacion gsr-71 en la induccion de los reporteros HSF-1::GFP y Phsp-
70::gfp. La induccion de los reporteros HSF-1::GFP (a) y Phsp-70::gfp (b) no se ve alterada en animales
gsr-1(m+,z-) tanto en condiciones normales de crecimiento (20°C) como ante un choque térmico por
exposicién a 35°C. Los datos corresponden con la media de dos experimentos independientes (n=30 por
ensayo y estirpe). La barra de error indica el error estandar de la media (SEM).
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3.5.1.2. Ruta de la insulina
DAF-16 es un factor de transcripcion que integra la sefializacion por la ruta de la
insulina y que es activado ante diferentes estreses. En condiciones basales DAF-16
se encuentra fosforilado e inactivo en el citoplasma y cuando los animales se exponen
a distintos tipos de estreses, DAF-16 se desfosforila y transloca al nucleo para
transcribir una bateria de genes importantes para la resistencia a estrés. Asi, la
localizacion nuclear de DAF-16 puede verse inducida ante estrés térmico, anoxia,

ayuno, estrés oxidativo o la exposicion a patégenos (Senchuk et al, 2018). Para
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comprobar la posible relaciéon entre GSH y DAF-16, generamos mutantes gsr-1(m+,z-
) expresando el reportero DAF-16::GFP desde el transgén z/s356[Pdaf-16::daf-
16::gfp; rol-6 (su1006)] (Henderson & Johnson, 2001) y cuantificamos la localizacion
subcelular del reportero en animales mantenidos tanto en condiciones normales de
crecimiento a 20°C, como sometidos a un estrés térmico de 35°C o ayuno durante 1
hora. Como muestra la figura 3.17, no existié ninguna diferencia en la localizacion de
DAF-16::GFP en animales gsr-1(m+,z-) en comparacion con los individuos control en
condiciones basales de crecimiento, permaneciendo el reportero en el citoplasma
celular. Al provocar la induccion del reportero mediante estrés térmico a 35°C o
ayuno, DAF-16::GFP pas6 al nucleo celular de igual forma tanto en animales control
como mutantes gsr-1(m+,z-), indicando que el GSH no altera la inducciéon de DAF-16

ante un estrés proteotoxico.
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A continuacién, quisimos investigar si la la mutacion gsr-1 afectaba a la respuesta a
estrés oxidativo mediada por la ruta de la insulina. Para ello generamos animales gsr-
1(m+,z-) que expresaban GFP bajo el control del promotor del gen sod-3 desde el
transgén muls84 [Psod-3::gfp; rol-6(su1006)] (Libina et al, 2003). La superdxido
dismutasa SOD-3 es una proteina ortéloga a SOD2 de humanos, responsable de la
detoxificacion de aniones superéxidos, cuya expresion en C. elegans esta regulada
por DAF-16 (Furuyama et al, 2000; Honda & Honda, 1999).

Para activar la respuesta de este reportero transcripcional, recurrimos al tratamiento

con juglona, compuesto que genera anion superdxido y que ha sido ampliamente
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utilizado para generar estrés oxidativo en C. elegans (Link & Johnson, 2002). En
condiciones basales, los animales gsr-1(m+,z-) mostraron una expresion GFP
significativamente superior a la observada en los individuos control. Sin embargo, el
estrés oxidativo provocado por el tratamiento con juglona, supuso un incremento de
la expresion de GFP practicamente similar tanto en mutantes gsr-1(m+,z-) como en
los animales control (Figura 3.18), indicando que la mutacion gsr-1(m+,z-) no afecta
a la respuesta por parte de este reportero ante estrés oxidativo. Estos resultados
sugieren que la induccion del reportero de sod-3 en los mutantes gsr-1(m+,z-) en
condiciones basales es mas una consecuencia del desbalance redox debido a la
mutacion gsr-1 que a un efecto directo sobre la homeostasis proteica, ya que la
respuesta del reportero al tratamiento con juglona es similar tanto en mutantes gsr-
1(m+,z-) como controles, lo que descartaria que el efecto de la mutacion gsr-1(m+,z-
) en la proteostasis celular sea debido a una alteracién en el mecanismo de respuesta

a estrés oxidativo mediado por la ruta de la insulina.
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3.5.1.3. Rutas de estrés de organulo
3.5.1.3.1. Ruta de estrés de reticulo endoplasmico.
Otro de los mecanismos que regula la proteostasis celular se encuentra relacionado
con la activacion de la respuesta frente a estrés en el reticulo endoplasmatico (RE).
Un incremento de la demanda de proteinas que deben ser plegadas correctamente
en el lumen del RE como, por ejemplo, ante un aumento de la funcién secretora o la
exposicidon a un compuesto toxico, provoca la acumulacion de proteinas no
procesadas en el RE. Esta situacion conlleva a un estrés en este organulo, el cual

activa una respuesta llamada UPRRE (unfolded protein response o respuesta a
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proteinas mal plegadas) (Ron & Walter, 2007). La activacion de esta respuesta da
lugar a la induccion de proteinas reguladoras, entre las cuales se encuentran
miembros de la familia de las HSPs (heat shock proteins) de reticulo, encargadas de
restablecer la homeostasis en el ER (Prahlad & Morimoto, 2009). Para comprobar si
en mutantes gsr-1(m+,z-) existe una alteracion de la respuesta a estrés proteotdxico
a nivel de RE, empleamos una estirpe que porta el transgén zcls4[Phsp-4::gfp] y que
expresa la GFP bajo el control del promotor del gen hsp-4 (Calfon et al, 2002). HSP-
4 es el ortélogo en C. elegans de la chaperona BiP de mamifero, responsable de la
induccion de la UPRRE, ya que detecta y se une a proteinas mal plegadas en el RE,
desencadenando la activacion de este mecanismo protector. El transgén zcls4[Phsp-
4::gfp] funciona como un reportero transcripcional, el cual permite la cuantificacion
mediante fluorescencia debida a la expresion de GFP, una vez que la UPRRE es
inducida.

Cuando expresamos el reportero Phsp-4::gfp en animales gsr-1(m+,z-) observamos
que la falta de GSR-1 no caus6 induccién del marcador en condiciones basales. Por
el contrario, cuando provocamos estrés en el RE mediante el tratamiento con
tunicamicina, farmaco que inhibe la glicosilacion y causa la activacion de la UPRRE
(Glover-Cutter et al, 2013), los animales gsr-1(m+,z-) tratados con tunicamicina si
mostraron una ligera menor induccién del reportero HSP-4::GFP (Figura 3.19),

indicando un cierto efecto de la mutacion gsr-1 en la respuesta al estrés de RE.
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3.5.1.3.2. Ruta de estrés mitocondrial.
Al igual que el RE, la mitocondria posee una respuesta a proteinas mal plegadas
(UPR™Y), Esta respuesta funciona para mantener la homeostasis proteica
mitocondrial frente a una disfunciéon causada por dafio en el ADN mitocondrial,
aumento de proteinas mal plegadas o defectos en la fosforilacion oxidativa. En C.
elegans, se han identificado varios componentes de la UPR™!, incluyendo el factor de
transcripcion ATFS-1, activador critico de esta respuesta (Nargund et al, 2012, 2015).
En condiciones basales de crecimiento, ATFS-1 es transportado a la matriz
mitocondrial donde es degradado. Sin embargo, ante situaciones de estrés
mitocondrial, ATFS-1 es translocado al nucleo donde regula la expresion de una
cascada de genes, incluyendo las chaperonas mitocondriales HSP-6 y HSP-60,
ortélogas a las chaperonas HSP70 y HSP60 en mamiferos, respectivamente (Yoneda
et al, 2004). Para comprobar si existe una alteracién en la respuesta de la UPR™ en
mutantes gsr-1(m+,z-), empleamos el transgén zcls13[hsp-6::gfp], reportero
transcripcional de la chaperona mitocondrial HSP-6, el cual permite cuantificar la

induccion de la UPR™! mediante fluorescencia debido a la expresion de GFP.

La expresion del reportero Phsp-6::gfp muestra que en animales gsr-1(m+,z-) se
produce una fuerte induccion de la UPR™! (Figura 3.20). Por otro lado, el tratamiento
con paraquat, un generador de anion superoxido que interfiere con la actividad de la
cadena transportadora de electrones y que induce la UPR™! en C. elegans (Runkel
et al, 2013), causo un incremento de la expresion del reportero Phsp-6::gfp tanto en
animales control como en mutantes gsr-1(m+,z-). Estos datos indican que, aunque
existe un estrés mitocondrial crénico ante la falta de GSR-1, la respuesta por parte
de la UPR™ no se encuentra alterada en los animales gsr-1(m+,z-), ya que, tanto en
situaciones basales como debida al tratamiento con paraquat, existe una induccién

similar de esta respuesta.
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3.5.1.4. Ruta de degradacion de proteinas
3.5.1.4.1. Proteasoma
Mediante la protedlisis se produce la degradacién de proteinas en polipéptidos mas
pequefios o incluso en sus aminoacidos constituyentes, cumpliendo un papel
importante en el mantenimiento de la homeostasis celular ya que previene la
acumulacion de proteinas no funcionales o mal plegadas (Strooper, 2021; Marinko et
al, 2019). Uno de los sistemas que realizan protedlisis celular es el proteasoma, que
a su vez, forma parte de un mecanismo mas complejo, llamado UPS (Ubiquitin-
Proteasome System), por el cual las células regulan la concentracion de
determinadas proteinas y degradan aquellas que ya no son funcionales o que no se
requieren en ese momento (Papaevgeniou & Chondrogianni, 2014). Asi, las proteinas
que van a ser degradadas son marcadas con una serie de pequefas proteinas
llamadas ubiquitinas, formandose una cadena de poli-ubiquitinas en las proteinas
diana que son reconocidas por el proteasoma, permitiendo su degradacién
(Papaevgeniou & Chondrogianni, 2014). Para observar la actividad de la UPS,
empleamos una estirpe que porta el transgén hhls64 [(Psur-5::UbG76V::gfp) (Segref
et al, 2011) y que expresa el reportero Ub®"8V::GFP, que consiste en un sustrato
fluorescente el cual es poliubiquitinado y degradado mediante el proteasoma. Con
esta herramienta, observamos que este reportero se acumulaba de forma similar
tanto en animales control y gsr-1(m+,z-) cuando son crecidos en condiciones sin
estrés, que no inducen la UPS (Figura 3.21). Por otro lado, la fluorescencia del

marcador desaparecia casi por completo al inducir la UPS mediante 6 horas de ayuno
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tanto en animales control como gsr-1(m+,z-), indicando que a pesar de la mutaciéon

gsr-1, el UPS continda siendo funcional.
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3.5.1.4.2. Autofagia.

La autofagia es otro mecanismo protector que juega un papel importante en la
homeostasis celular, ya que facilita la degradacion y reciclaje de componentes
citosolicos como organulos, proteinas y macromoléculas, en respuesta a diversos
estreses tales como el ayuno, hipoxia, estrés térmico, compuestos citotoxicos y
patégenos (Kumsta et al, 2017; Parzych & Klionsky, 2014). Los agregados de
proteinas, formados por proteinas mal plegadas, proteinas relacionadas con
enfermedades o aquellas propensas a la agregacion, pueden ser selectivamente
reconocidas y degradadas por autofagia (Zhang et al, 2017; Das et al, 2017).
Ademas, la pérdida de la actividad autofagica ha sido detectada en varias
enfermedades humanas asociadas con la acumulacion de proteinas agregadas
(Zhang et al, 2017). El factor de transcripcion HLH-30 (helix-loop-helix), ortélogo a
TFEB y TFE3 humanos, se ha descrito como el principal regulador transcripcional de
la autofagia (Lapierre et al, 2013). Asi, en condiciones basales HLH-30/TFEB esta
fosforilado e inactivo en el citoplasma celular. Ante situaciones de induccién de la
autofagia, HLH-30/TFEB se desfosforila, transloca al nucleo y regula la expresion de
genes necesarios para inducir la autofagia y regular la funcién lisosomal (Martina et
al, 2012).

Con el objetivo de comprobar si deficiencia de GSR-1, y por tanto una disminucion
de la disponibilidad de glutation reducido GSH, modificaba la localizacion subcelular
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de este factor de transcripcion, expresamos el reportero HLH-30::GFP desde el
transgén sqls17[Phih-30::hlh-30::gfp] (Lapierre et al, 2013) en mutantes gsr-1.

En los animales que expresan sql/s77, HLH-30::GFP mostré una distribucion difusa
en el citoplasma en condiciones normales de crecimiento. Sin embargo, ante
condiciones de estrés como la exposicion a 30°C o la privacion del alimento, HLH-
30::GFP se localiz6 rapidamente en el nucleo de las células (Figura 3.22). No
obstante, aunque la mutaciéon gsr-1(m+,z-) no modifico la localizacion nuclear de
HLH-30::GFP en animales sometidos al estrés de temperatura, si que impidié dicha
translocacion nuclear en animales sometidos a ayuno durante una hora, mostrandose
el reportero con una localizacion difusa en el citoplasma. Este resultado sugiere que
la falta de GSR-1 podria impactar negativamente en la proteostasis impidiendo la
induccién de la autofagia, al menos en una forma dependiente del estrés generado

por la falta de alimento.
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Figura 3.22. Efecto de la mutacién gsr-1 en la translocacion nuclear de HLH-30::GFP. Las fotografias
de fluorescencia muestran la localizacion subcelular del reportero HLH-30::GFP. La mutacién gsr-1(m+,z-
) no modificé la localizacion citoplasmatica del reportero HLH-30::GFP en animales bien alimentados, asi
como su traslocacion nuclear ante la exposicion a 30°C durante 1 hora. Sin embargo, la mutacién gsr-
1(m+,z-) inhibi6 la traslocacion nuclear de HLH-30::GFP ante la falta de alimento. Los datos corresponden
con la media de tres experimentos independientes (n=50 por ensayo y estirpe). ****p<0.0001, usando
ANOVA con multiple comparacién de Tukey.
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3.5.1.4.3. Mitofagia
Dentro de los muchos factores que afectan a la homeostasis celular se encuentra la
desregulacion de la funciéon mitocondrial. Como describimos en un trabajo previo de
nuestro grupo, los mutantes gsr-1(m+,z-) muestran un claro fenotipo de
fragmentacion mitocondrial en células musculares y menor contenido de ADN
mitocondrial, lo que lleva a causar estrés mitocondrial en estos animales (Mora-Lorca
et al, 2016). Por esta razoén, planteamos la hipotesis de que la falta de GSR-1 podria
afectar negativamente a la inducciéon de un proceso de degradacion selectiva de
mitocondrias por autofagia conocido como mitofagia, causando la pérdida de la
homeostasis celular y siendo esto responsable del empeoramiento de los fenotipos

relacionados con la agregacion de proteinas (Pickles et al, 2018).

En C. elegans, las mitocondrias se acumulan gradualmente durante el envejecimiento
en varios tejidos (neuronas, intestino y musculos). La mitofagia se encarga de la
eliminaciéon de mitocondrias disfuncionales o cuando existe un exceso de ellas para
mantener la homeostasis (Palikaras et al, 2015a). El receptor de membrana
mitocondrial DCT-1 juega un papel importante en la inducciéon de la mitofagia.
Ademas, se ha descrito que la falta de DCT-1 incrementa el contenido mitocondrial
en células musculares e intestinales y distorsiona la morfologia mitocondrial
(Palikaras et al, 2015b).

Con la idea de explorar la posible interaccion entre la mutacion gsr-1 y la mitofagia,
decidimos inhibir este mecanismo mediante la mutacion dct-1(tm376) en animales
que expresaban el péptido AB desde el transgén dvis2 [Punc-54::Af3.42::unc-54 3’-
UTR] en células musculares. Como se describié anteriormente, los animales dvis2
presentan un fenotipo de paralisis a lo largo del envejecimiento, el cual es potenciado
por la mutaciéon gsr-1(m+,z-) (Figura 3.9a). Si la mutacion gsr-1(m+,z-) estuviese
alterando la mitofagia, y esto fuese la consecuencia del aumento de la agregacion en
los modelos ensayados, la mutacion dct-1(tm376) deberia reproducir el fenotipo de
paralisis de los animales dvis2; gsr-1(m+,z-). Sin embargo, la mutacién dct-1(tm376)
no caus6 una paralisis mas temprana en los animales dv/s2, ni existié un efecto

sinérgico bajo un fondo gsr-1(m+,z-) (Figura 3.23a).
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Para descartar que la mutacion gsr-1 estuviese afectando la proteostasis celular a
través de la alteracion del mecanismo de mitofagia, decidimos evaluar esta
posibilidad en un modelo adicional de agregacién proteica. Para ello, expresamos en
mutantes dct-1(tm376) la proteina metastable endégena de C. elegans UNC-52, que
provoca un fenotipo de paralisis, y cuya expresion en animales gsr-1(m+,z-) causo
una paralisis mas temprana en comparacion con los animales control (Figura 3.14a).
Al igual que en animales dv/s2, la mutacién dct-1(tm376) no tuvo ningun efecto sobre
la paralisis de los individuos unc-52(e669su250), ni existié ninguna variacion de dicho

fenotipo en animales gsr-1(m+,z-) (Figura 3.23b).
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Figura 3.23. Efecto de la mutacion gsr-1 en la inhibicién de la mitofagia. La mutacion dct-1(tm376) no
modificé el fenotipo de pardlisis en animales dvis2[Punc-54::Af 3-42] (a) ni unc-52(e669su250) (b) asi
como en sus respectivos derivados gsr-1(m+,z-). Los datos corresponden con la media de dos
experimentos independientes (n=50 (a) y n=150 (b) por ensayo y estirpe). La barra de error indica el error
estandar de la media (SEM).

En su conjunto, los datos obtenidos con los mutantes dct-1 descartan un efecto de la
mutacion gsr-1 sobre la mitofagia y su posible implicacion en la pérdida de

proteostasis celular de animales gsr-1(m+,z-).

3.5.2. Estudio de la actividad autofagica en mutantes gsr-1.
En la busqueda de la ruta de control de la proteostasis en la que la mutacion gsr-1
podria estar impactando, hemos encontrado que la ausencia de GSR-1 impidi6 la
translocacion nuclear del reportero HLH-30::GFP durante el estrés por ayuno (Figura
3.22), sugiriendo la posibilidad de una respuesta deficiente de la autofagia en los
animales gsr-1(m+,z-). Es por este hecho que decidimos continuar investigando el

papel de la GSH en este mecanismo.
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Durante la embriogénesis de C. elegans, una variedad de sustratos son degradados
por autofagia. Entre estos sustratos se encuentra SQST-1, homologo de la proteina
p62/SQSTM1 en mamiferos, el cual es expresado muy débilmente y con una
localizacion difusa en el citoplasma en embriones y larvas de animales silvestres
(Zhang et al, 2015) . El bloqueo de la autofagia conlleva la formaciéon de un gran
nuamero de agregados de SQST-1 en células intestinales de embriones y larvas, de
forma que su cuantificacion puede ser utilizada para la monitorizaciéon de la funcion
autofagica (Zhang et al, 2015).

Asi, para respaldar los resultados obtenidos con el reportero HLH-30::GFP,
decidimos evaluar la efectividad de la autofagia ante la falta de GSR-1 mediante la
utilizacion del reportero SQST-1::GFP expresado por desde el transgén
bpls151[Psqst-1::sqst-1::gfp; unc-76(+)] (Tian et al, 2010). Como se muestra en la
grafica de la Figura 3.24, los embriones gsr-1(m+,z-) no mostraron acumulacion de
SQST-1::GFP cuando sus progenitores fueron crecidos en presencia de comida,
indicando que la autofagia basal ocurre de forma normal. Por el contrario, los
embriones gsr-1(m+,z-) que provenian de progenitores que habian sido sometidos a
ayuno durante 24 horas, mostraron una gran induccion de SQST-1:GFP,
comparados con embriones procedentes de progenitores silvestres igualmente
sometidos a ayuno (Figura 3.24), lo que confirma que la induccién de la autofagia

frente al estrés por falta de alimento esta comprometido en mutantes gsr-1(m+,z-).
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<« Figura 3.24. Efecto de la mutacion gsr-1(m+,z-) en la acumulacién de SQST-1::GFP en embriones
de C. elegans. La mutacion gsr-1(m+,z-) incrementa la acumulacion SQST-1::GFP en embriones cuyos
progenitores han estado sometidos a ayuno durante 24 horas. Los datos corresponden con la media de
tres experimentos independientes (n=50 embriones por ensayo y estirpe). La barra de error indica el error
estandar de la media (SEM). ****p<0.0001, usando t-test de dos colas. Las imagenes, realizadas en campo
claro y fluorescencia, muestran ejemplos representativos de los embriones expresando SQST-1::GFP
generados por progenitores expuestos a ayuno por 24 horas (barra de escala 20um). Nota: en la imagen
de los embriones sqst-1::gfp; gsr-1(m+,z-) aparecen también animales con el balanceador qC1::rfp
(identificados por fluorescencia anaranjada). Esto es debido a que la poblacion de embriones procede de
progenitores balanceados, por lo que la muestra visualizada contiene tanto embriones con el balanceador,
como embriones gsr-1(m+,z-) sin balanceador. No obstante, la cuantificacién se realizé unicamente con
aquellos embriones que no portaban el balanceador.

Durante la autofagia, una porciéon del citoplasma es envuelto por una doble
membrana dando lugar al autofagosoma (AP). A continuacion, el autofagosoma se
fusiona con el lisosoma, formandose el autolisosoma (AL), y es cuando tiene lugar la
degradacion de su contenido por las hidrolasas lisosomales (Parzych & Klionsky,
2014). En este proceso, la proteina LC3/LGG-1 facilita el crecimiento del
autofagosoma a la vez que es incorporada en su membrana (Chapin et al, 2015). En
nematodos se ha descrito que el silenciamiento del gen Igg-1 mediante ARNi causa
una reduccion en el nivel de la autofagia (Samokhvalov et al, 2008; Zhang et al, 2009).
Para demostrar si GSR-1 también regula la autofagia en ausencia de estrés,
decidimos comprobar si existia acumulacion de SQST-1::GFP en animales gsr-
1(m+,z-) ante una disminucién de la capacidad autofagica basal debida a la reduccién
de la expresion de Igg-1. Los resultados obtenidos indican que el silenciamiento del
gen Igg-1 causo un fuerte incremento de la acumulacién de SQST-1::GFP en las
larvas L1 de los animales gsr-1(m+,z-), en comparacion con los individuos control
(Figura 3.25).
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<q Figura 3.25. Acumulacién del reportero SQST-1::GFP en mutantes gsr1(m+,z-) sometidos a ARNi de
Igg-1. La mutacion gsr-1(m+,z-) incrementa la acumulacion de SQST-1::GFP en larvas crecidas en ARNi
de Igg-1. Los datos corresponden con la media de tres experimentos independientes (n=50 embriones por
ensayo y estirpe). La barra de error indica el error estandar de la media (SEM). **p<0.01, usando t-test de
dos colas. Las imagenes, realizadas en DIC y fluorescencia, muestran ejemplos representativos de larvas
expresando SQST-1::GFP (barra de escala 50um). Nota: en la imagen de las larvas sqst-1::gfp; gsr-
1(m+,z-) aparecen también animales con el balanceador qC1::rfp (identificados por faringe con
fluorescencia anaranjada). Debido a la dificultad técnica de seleccionar Unicamente larvas L1 no
balanceadas gsr-1(m+,z-), las larvas fueron recogidas al azar para su visualizacion al microscopio, de
forma que se seleccionaron larvas con y sin el balanceador, no obstante, la cuantificacion se realizo
Unicamente con aquellas larvas que no portaban el balanceador.

Ambos resultados con el reportero SQST-1::GFP indican que la mutacién gsr-1 no
causa un bloqueo total de la autofagia, ya que en los individuos gsr-1(m+,z-) no se
observa agregacién de este reportero cuando son crecidos en condiciones sin estrés
0 cuando la autofagia basal no estda comprometida. Sin embargo, en animales gsr-
1(m+,z-) la induccién de la autofagia es mucho menos eficiente en condiciones de

ayuno o cuando ésta se compromete por silenciamiento de Igg-1.

3.5.3. Reproduccion del impacto de la mutaciéon gsr-1 en la agregacion de
proteinas mediante el bloqueo genético de la autofagia.

Nuestros datos sugieren una deficiencia del mecanismo de autofagia en los mutantes
gsr-1(m+,z-), que explicaria por qué en estos animales se potencian los fenotipos
deletéreos en los modelos de proteostasis. Esto nos hizo plantearnos si el bloqueo
de la autofagia reproduciria el empeoramiento de los fenotipos asociados a la
agregacion de proteinas en dichos modelos, de igual modo que ocurre en mutantes
gsr-1(m+,z-). Aunque ya existen estudios previos que describen el efecto de la
inhibicion de la autofagia en los fenotipos derivados de la expresion de AB, a-SYN y
poliQ, estos fueron realizados mediante ensayos con ARNi (Jia et al, 2007;
Hamamichi et al, 2008; Florez-McClure et al, 2007) pero no con mutantes de dicha
ruta degradativa. Ademas, no hemos encontrado evidencia del papel de la autofagia
sobre los fenotipos de los mutantes unc-52 y let-60.

Decidimos por tanto investigar la implicacion de la autofagia en los modelos de
proteostasis mediante el bloqueo de la autofagia de forma genética empleando
animales con la mutacion atg-3(bp412), la cual impide la elongacion de los
autofagosomas (Tian et al, 2010).
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En primer lugar, expresamos el péptido AB en células musculares de animales atg-
3(bp412) mediante el transgén dvis2 [Punc-54::ABs-42::unc-54 3-UTR], que como se
describié anteriormente, causa un fenotipo de paralisis a 20°C. El bloqueo de la
autofagia provoco un incremento de la paralisis a la temperatura permisiva de 16°C

en los individuos que expresaron AP (Figura 3.26a).

De forma similar, evaluamos el efecto de la mutacion atg-3(bp412) en animales que
portan el transgén baln12[Punc-54::a-synuclein::gfp] y que sufren paralisis a lo largo
del envejecimiento por expresion de a-SYN::GFP en células musculares de C.
elegans (Hamamichi et al, 2008). Comprobamos que la mutacion atg-3(bp412)
también causa una paralisis mucho mas temprana en los animales baln12 (Figura
3.26b).

Ademas, también cuantificamos una mayor agregacion de Q40::YFP en células
musculares, expresado desde el transgén rmls133 [Punc-54:Q40:yfp], en los
mutantes atg-3(bp412) (Figura 3.26c).
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Figura 3.26. Efecto de la mutacion atg-3(bp412) en C. elegans que expresan Af, a-SYN::GFP y
Q40::YFP en células musculares. La mutacion atg-3(bp412) incrementa el fenotipo de paralisis en
animales que expresan el péptido AB (a) y a-sinucleina:GFP (b) en células musculares. Los datos
corresponden a la media de tres experimentos independientes (n=25 por ensayo y estirpe). La barra de
error indica el error estandar de la media (SEM). ****p<0.0001, mediante el test log-rank (Mantel-Cox). c)
La mutacion atg-3(bp412) causa un aumento del numero de agregados de Q40::YFP, cuantificados a dia
3 tras la puesta sincronizada. Los datos corresponden con la media de tres experimentos independientes
(n=18 por ensayo y estirpe). La barra de error indica el error estandar de la media (SEM). ***p<0.001,
usando t-test de dos colas.

Con todos estos resultados pudimos confirmar la relacién de la autofagia con los
fenotipos de agregacién de proteinas en los modelos humanizados de Alzheimer,
Parkinson y enfermedades de poliglutaminas descritas anteriormente. Ademas,

comprobamos como el bloqueo de la autofagia en estos tres modelos reprodujo el
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empeoramiento de los fenotipos asociados a la agregacion de proteinas de igual

forma que hemos visto ante la falta de GSR-1.

Como ya comentamos anteriormente, no se ha descrito que exista implicacion de la
autofagia sobre los fenotipos de los mutantes termosensibles unc-52(e669su250) o
let-60(ga89), por lo que decidimos bloquear la autofagia en estos animales mediante
la mutacion atg-3(bp412) y comprobar su efecto a temperatura permisiva. Al igual
que en los mutantes gsr-1(m+,z-), la mutacion atg-3(bp412) incrementd la paralisis
de los animales unc-52(e669su250) crecidos a temperatura permisiva de 16°C
(Figura 3.27a). Ademas, bloqueando parcialmente la autofagia mediante ARNi de /gg-
1, obtuvimos resultados similares, con un incremento significativo de la paralisis de

los mutantes unc-52(e669su250) con respecto al ARNi control (Figura 3.27b).

a b
-e- unc-52 -e— unc-52 ARNi control
- unc-52; alg-3 -=- unc-52 ARNi Igg-1
® 100- kkkk ® 100- kkkk
[e) [e)
© O
S 804 8 804
© ©
8 60- S 604
1] 1]
i) <@
© i © i
£ 40 £ 40
& &
o 201 o 201
© ©
X J X J
4 5 6 7 8 9 10 4 5 6 7 8 9 10
Dias desde puesta sincronizada (16°C) Dias desde puesta sincronizada (16°C)

Figura 3.27. Efecto de la mutacion atg-3(bp412) y el silenciamiento por ARNi de /Igg-71 en C. elegans
que expresan la proteina mestaestable UNC-52. (a) La mutacién atg-3(bp412) incrementa el fenotipo
de paralisis de animales unc-52(e699su250) cuando son crecidos a la temperatura permisiva de 16°C. Los
datos corresponden con la media de tres experimentos independientes (n=50 por ensayo y estirpe). La
barra de error indica el error estandar de la media (SEM). ****p<0.0001, mediante el test log-rank (Mantel-
Cox). b) El silenciamiento mediante ARNi de /gg-1 causa una paralisis mas temprana en los animales unc-
52(e699su250) crecidos a 16°C. Los datos corresponden con la media de tres experimentos
independientes (n=50 por ensayo y estirpe). La barra de error indica el error estandar de la media (SEM).
****n<0.0001, mediante el test log-rank (Mantel-Cox).

Por otro lado, debido a que las mutaciones atg-3(bp412) y let-60(ga89) se encuentran
localizadas muy cerca entre si en el cromosoma |V, lo que dificulta la obtencion de
este doble mutante, decidimos emplear ARNi de atg-3 y Igg-1 para comprobar el
efecto de la deficiencia en la autofagia en el fenotipo de arresto embrionario de los
animales let-60. Sin embargo, a diferencia que con los mutantes unc-52, los ensayos
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con ARNi no mostraron un incremento significativo de la letalidad embrionaria de los

animales let-60 (Figura 3.28).
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En su conjunto, nuestros datos indican que UNC-52, al igual las proteinas AB, a-SYN
y poliQ::YFP, también es degradada por autofagia y que el bloqueo de este
mecanismo degradativo reproduce el empeoramiento de su fenotipo asociado de
pardlisis de igual forma que lo hace la mutacién gsr-1(m+,z-). En cuanto a los
animales que expresan LET-60, es posible que el ARNi no tenga un efecto sobre el
fenotipo de letalidad embrionaria de estos animales, de igual modo que el ARNi en
los animales que expresan UNC-52 no provoca una paralisis tan severa como la que
provoca la mutacion atg-3(bp412) (Figura 27b). Por lo tanto, con los ensayos de ARNi
no podemos descartar que, al igual que en los modelos anteriores, exista una
interaccion entre el bloqueo de la autofagia mediante la mutacion atg-3(bp412) y el

el arresto embrionario de los animales let-60(ga89).

3.5.4. Efecto de la mutacion gsr-71 en la saturacion de la autofagia.
Una posible consecuencia de la pérdida de homeostasis redox en los mutantes gsr-
1(m+,z-) podria ser el incremento de la concentracion celular de proteinas oxidadas,
la cuales son susceptibles de formar agregados. Este posible incremento de
proteinas oxidadas contribuiria por tanto a aumentar la carga de proteinas a ser
degradadas por autofagia en todos los modelos de proteostasis ensayados, la cual
ya esta de por si comprometida en los animales gsr-1(m+,z-), lo que podria llevar al

colapso de este mecanismo degradativo.
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Para comprobar esta hipétesis, decidimos introducir la mutaciéon gsr-1 en animales
cuya autofagia estuviese bloqueada mediante la mutacion atg-3(bp412). En estos
dobles mutantes atg-3(bp412); gsr-1(m+,z-) expresamos los diferentes modelos de
agregacion de proteinas con el objetivo de encontrar un efecto sinérgico de ambas
mutaciones sobre los fenotipos relacionados con la pérdida de proteostasis por
agregacion proteica. Es decir, con estos ensayos aislariamos el efecto del GSH sobre
la autofagia (ya que esta inactivada por la mutacion atg-3) y nos centrariamos

exclusivamente en su efecto sobre el incremento en la agregacion.

Primero intentamos expresar en los animales atg-3; gsr-1(m+,z-) el péptido AB en
células musculares a partir de los transgénes dvis2y dvis14. Sin embargo, no fuimos
capaces de aislar triples mutantes en ninguno de los dos casos, lo que podria sugerir
una fuerte interaccion deletérea entre ambas mutaciones en presencia de proteinas
agregantes. En consonancia, aunque los animales atg-3; gsr-1(m+,z-) que
expresaron a-SYN::GFP en células musculares fueron viables, se encontraban muy
enfermos y un gran porcentaje de los animales presentaron eclosién interna de los
embriones, lo que impidié la cuantificaciéon de la agregacion de esta proteina. Por el
contrario, los animales atg-3; gsr-1(m+,z-) que expresaron Q40::YFP en células
musculares mostraron el mismo nivel de agregacion de Q40::YFP que los mutantes
gsr-1(m+,z-) (Figura 3.29a), no observandose un efecto sinérgico entre ambas
mutaciones en cuanto a nimero de agregados. Sin embargo, observamos que los
animales atg-3; gsr-1/qC1::rfp presentaban un mayor arresto embrionario cuando
expresaban Q40::YFP (Figura 3.29b).

Finalmente, los dobles mutantes atg-3(bp412); gsr-1(m+,z-) que expresaron la

proteina metaestable UNC-52, mostraron una paralisis similar a la observada en los

animales gsr-1(m+,z-) y atg-3(bp412) (Figura 3.29c).

96



Resultados

a b c
mm Q40:yfp -~ atg-3
m Q40:yf mm atg-3 -=- gsr-1(m+,z-)
B Q40:yf; atg-3 mm gsr-1/qC1:rfp atg-3; gsr-1(m+,z-)
B Q40:yf; gsr-1(m+z-) mm Q40:yfp; atg-3 -+ unc-52
B Q40:yf; atg-3; gsr-1(m+,z-) = atg-3; gsr-1/qC1::rfp -+ unc-52; gsr-1(m+,z-)
— mm Q40:yfp; gsr-1/qC1::rfp -e- unc-52; alg-3
g 3 Q40:yfp; atg-3; gsr-1/qC1::rfp unc-52; atg-3; gsr-1(m+,z-)
23 80 g 50 8 100
- N - -
53 g 3
g 2 60 S 404 5 804
5 7 E— a
25 © 30 S 60
B § 40 ®© %
g g § 204 £ 40
[2]
2820 £ 10] S 20
3 : E
0 o Q- =2 0-
S RS 4 5 6 7 8 9 10

Dias desde puesta sincronizada (16°C)

Figura 3.29. Fenotipos de los animales atg-3; gsr-1(m+,z-) expresando Q40::YFP y UNC-52. a) Las
mutaciones atg-3 y gsr-1(m+,z-) aumentan la agregacion de Q40::YFP en células musculares pero no hay
un efecto sinérgico de ambas mutaciones. Los datos corresponden con la media de tres experimentos
independientes (n=18 por ensayo y estirpe). La barra de error indica el error estandar de la media (SEM).
***p<0.001, ****p<0.0001, usando t-test de dos colas. b) Incremento de arresto embrionario en mutantes
atg-3y gsr-1(m+,z-) que expresan Q40::YFP en células musculares. Los datos corresponden con la media
de tres experimentos independientes (n>150 por ensayo y estirpe). La barra de error indica el error
estandar de la media (SEM). ***p<0.001, ****p<0.0001, usando t-test de dos colas. ¢) El doble mutante
atg-3; gsr-1(m+,z-) no muestran mayor paralisis que los individuos atg-3 y gsr-1(m+,z-) cuando expresan
UNC-52 a la temperatura permisiva de 16°C. Los datos corresponden con la media de tres experimentos
independientes (n=50 por ensayo y estirpe). La barra de error indica el error estandar de la media (SEM).
****n<0.0001, mediante el test log-rank (Mantel-Cox).

Con todos estos ensayos comprobamos que la pérdida de proteostasis celular debida
a la mutacion gsr-1 puede llegar a comprometer la viabilidad de animales con la
autofagia bloqueada, aunque no afecta de igual manera a todos los modelos de
agregacion.

Otra estrategia que ideamos para corroborar si la mutacion gsr-1 estaria
incrementando la cantidad de proteinas a ser degradadas por autofagia, consistié en
expresar de manera conjunta la proteina SQST-1::GFP, sustrato especificamente
degradado por autofagia, junto con la proteina metaestable LET-60 o UNC-52 en un
fondo gsr-1(m+,z-), con lo que aumentaria la carga de agregados a ser eliminados
por autofagia.

Aunque se ha descrito que SQST-1::GFP podria acumularse ante la presencia de
otros agregados proteicos (Zhang et al, 2015), en nuestros ensayos no se observo
agregacion de SQST-1, ni ante la expresion de LET-60, ni de UNC-52 (datos no

mostrados). Sin embargo, los animales /ef-60 que expresaron SQST-1::GFP
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presentaron un incremento significativo en la letalidad embrionaria a la temperatura
permisiva de 16°C (Figura 3.30a). Ademas, no fue posible generar animales /et-60
con la mutacién gsr-1/qC1::gfp y que expresasen SQST-1::GFP, lo que indica una

posible interaccion letal.

Por otro lado, la expresion conjunta de las proteinas SQST-1::GFP y UNC-52 en un
fondo gsr-1(m+,z-), caus6 una paralisis mucho mas temprana en comparacion con la
de los controles unc-52; gsr-1(m+ z-) y unc-52; sqst-1::gfp, respectivamente (Figura
3.30b).
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Figura 3.30. Fenotipos de animales que expresan de forma conjunta SQST-1::GFP y proteinas
metaestables LET-60 y UNC-52. a) La expresién de la proteina SQST-1::GFP incrementa el fenotipo de
arresto embrionario de los animales let-60(ga89). Los datos corresponden con la media de tres
experimentos independientes (n>100 por ensayo y estirpe). La barra de error indica el error estandar de la
media (SEM). *p<0.1, usando t-test de dos colas. b) La expresion conjunta de las proteinas SQST-1::GFP
y UNC-52 provoca una mayor paralisis en animales gsr-1(m+,z-) a la temperatura permisiva de 16°C. Los
datos corresponden con la media de tres experimentos independientes (n=50 por ensayo y estirpe). La
barra de error indica el error estandar de la media (SEM). ****p<0.0001, mediante el test log-rank (Mantel-
Cox).

En su conjunto, estos datos sugieren que existe una priorizacion por la degradacion
de SQST-1::GFP mediante autofagia, ya que no observamos agregacion de este
reportero ante la expresion conjunta las proteinas metaestables LET-60 o UNC-52.
Sin embargo, la degradacion de estas dos proteinas endégenas si que se vio alterada
por la expresion de SQST-1::GFP en un mutante gsr-1, generando un fuerte fenotipo
de proteotoxicidad. Todos estos datos en su conjunto confirman que la autofagia en
animales gsr-1(m+,z-) no es eficiente y que un aumento de la cantidad de proteinas

aggregantes colapsa la via de degradacion autofagica.
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3.5.5. Estudio del flujo autofagico.
Para una mayor comprension de cémo la falta de GSR-1 impacta en la autofagia,
decidimos comprobar si el flujo autofagico en animales gsr-1(m+,z-) se encontraba
alterado. Como se describié anteriormente, LGG-1 interviene en la expansién de los
autofagosomas (APs) y queda incorporado a su membrana. Posteriormente los APs

se fusionan con lisosomas dando lugar a la formacién de autolisosomas (ALs).

Para monitorizar el flujo autofagico en animales gsr-1(m+,z-), empleamos el reportero
sqls11[PIgg-1::mCherry::gfp::lgg-1; rol-6(su1006)] (Chang et al, 2017). Mediante este
reportero es posible cuantificar tanto el nimero de APs como de ALs. Los APs son
visualizados como puntos amarillos por la combinacion de la fluorescencia de
mCherry (rojo) y GFP (verde). La fusion de los APs con lisosomas crea un ambiente
acido que apaga la fluorescencia verde de la GFP, por lo que los ALs formados emiten

solo fluorescencia roja por parte de mCherry.

Usando este reportero y cuantificando la cantidad de APs y ALs presentes en la
faringe de los animales, encontramos que el flujo autofagico fue afectado por la
mutacion gsr-1, ya que se aumentd de forma significativa el nimero de APs, y se

produjo una disminucion del numero de ALs (Figura 3.31).
mCherry::GFP::LGG-1

60+

LR

N° de focos mCherry::GFP::.LGG-1
(3 dias a 20°C)
H
Q

gsr-1(m+,z-)

wt gsr-1(m+,z-)

Figura 3.31. Efecto de la mutacion gsr-1 en el flujo autofagico de C. elegans. Fotografias de
fluorescencia representativas de la faringe expresando el reportero sq/s11[Plgg-1::mCherry::gfp::lgg-1; rol-
6(su1006)]. Las imagenes fueron tomadas en el primer dia de adulto (barra de escala 20um). Los
autofagosomas (AP) estan marcados en amarillo y los autolisosomas (AL) marcados en rojo. La gréafica
muestra la cuantificacion de AP y AL, los datos son la media de tres experimentos independientes (n=12
animales por ensayo y estirpe). La barra de error indica el error estandar de la media (SEM). ***p<0.001,
****n<0.0001 usando ANOVA con multiple comparacién de Tukey con respecto a AP y AL del control.
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A continuacion, decidimos emplear el reportero mCherry::GFP::LGG-1 en animales
gsr-1(m+,z-) que expresasen la proteina termosensible UNC-52, con lo que
conseguimos que incrementase la presion de proteinas a degradar por autofagia.
Como muestra la figura 3.32, la proteina UNC-52 expresada en individuos gsr-
1(m+,z-) incremento el numero de APs en las “seam cells” de la hipodermis, lo que
sugiere que esta proteina no esta siendo degradada eficientemente en los animales
gsr-1(m+,z-) y, por lo tanto, confirma el defecto del flujo autofagico debido a la falta
de GSR-1.

mCherry::GFP::LGG-1

3

N° de focos mCherry::GFP:LGG-1
por célula (5dias a 16°C)

gsr-1(m+,z-) unc-52; gsr-1(m+,z-) N
Figura 3.32. Efecto de la mutacion gsr-1 en el flujo autofagico de C. elegans que expresan la proteina
termosensible UNC-52. Fotografias de fluorescencia representativas de “seam cells” de la hipodermis
expresando el reportero sqls11[Plgg-1::mCherry::gfp::lgg-1; rol-6(su1006)]. Las imagenes fueron tomadas
en el primer dia de adulto (barra de escala 10um). Los autofagosomas (AP) estan marcados en amarillo y
los autolisosomas (AL) marcados en rojo. La grafica muestra la cuantificacion de AP y AL y los datos son
la media de cuatro experimentos independientes (n=12 animales por ensayo y estirpe, con 2 “seam cells”
cuantificadas por animal). La barra de error indica el error estandar de la media (SEM). **p<0.01,
***n<0.001, usando ANOVA con multiple comparacién de Tukey con respecto a AP y AL del control.

3.6. Estudio de la regulacion redox de TFEB/TFE3/HLH-30.

Como se muestra en la figura 3.22, la mutacion gsr-1 impidio la translocacion nuclear
ante la induccién por falta de alimento del factor de transcripcion HLH-30, importante
regulador transcripcional de la autofagia, lo que nos hizo investigar el impacto de la
falta de GSH sobre este mecanismo de degradacion. Asi, como se describe en
apartados anteriores, los animales gsr-1(m+,z-) muestran fenotipos severos
relacionados con la agregacion de una serie de proteinas que se han demostrado
son degradadas por autofagia (Figuras 3.26 y 3.27). Ademas, también demostramos

que la mutacion gsr-1 provoca un defecto del flujo autofagico (Figuras 3.31 y 3.32).
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Dado que la mutacion gsr-1 parecia afectar a la dinamica de la localizacién subcelular
de HLH-30, nos planteamos estudiar el posible efecto del GSH sobre este factor de
transcripcion. Analizando la secuencia de la proteina HLH-30, observamos que este
factor de transcripcién posee un Unico residuo de cisteina en la posicién 284. Nos
preguntamos entonces si pudiese existir alguna regulacion redox directa de HLH-30
a través de esta Unica cisteina, lo que podria conectar el efecto de la mutacion gsr-1
con la autofagia deficiente que presentan los animales gsr-1(m+,z-).

HLH-30 es el ortélogo de C. elegans de los factores de transcripcion TFEB y TFE3
de mamiferos, cuya activacion desencadena la induccion de la autofagia. Analizando
las secuencias de estas proteinashumanas, encontramos que también poseen una
sola cisteina, que se encuentra en posicién 212 (C212) en el caso de TFEB y en
posicion 322 (C322) en TFE3 (Figura 3.33). En ambas proteinas, la cisteina se
encuentra situada inmediatamente por debajo de una serina fundamental para la
regulacion de la localizaciéon subcelular de estos factores, ya que su fosforilacion
media la interaccion de cada uno de ellos con las proteinas 14-3-3 y su retencion en
el citosol (Roczniak-Ferguson et al, 2012). Aunque la C284 de HLH-30 también esta
precedida de un residuo de serina, el alineamiento de la secuencia de las tres
proteinas muestra que la C284 de HLH-30 no se encuentra en el dominio equivalente
a las C212 y C322 de TFEB y TFES3, las cuales se localizan dentro del motivo de
unién a las proteinas 14-3-3 (Figura 3.33) mientras que la S283 y C284 de HLH-30
estan localizadas entre el dominio de union al ADN y la cremallera de leucina.
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Figura 3.33. Alineamiento de las secuencias de HLH-30, TFEB y TFE3. Analisis de homologia de
secuencias de la proteina HLH-30 de C. elegans y las proteinas TFEB y TFE3 de humanos. El Unico
residuo de cisteina que presenta cada una de las proteinas se encuentra enmarcado. También se muestra
la homologia de los motivos de unién a 14-3-3, el dominio de union a ADN y la cremallera de leucina
caracteristico de estos factores de transcripcidn. Los colores indican los aminoacidos no polares (Rojo),
aminoacidos polares (Verde), aminoacidos polares basicos (Rosa) y aminoacidos polares acidos (Azul).

* aminoacidos idénticos, : aminoacidos conservados entre secuencias y . aminoacidos semiconservados
entre secuencias. Modificado de Martina et al, 2021.

Con estos datos, contactamos con la Dra. Rosa Puertollano (Cell and Developmental
Biology Center, National Institutes of Health, Bethesda, USA), cuyo grupo ha
estudiado en profundidad los factores TFEB y TFE3, caracterizando diferentes
estreses que inducen su activacion (Martina et al, 2012, 2016; Martina & Puertollano,
2018), e iniciamos una colaboraciéon para estudiar la posible regulacion redox de
TFEB/TFE3/HLH-30 a través de este unico residuo de cisteina.
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3.6.1. Funciodn del residuo de cisteina conservado de TFEB/TFE3

El grupo de Rosa Puertollano encontré que en analisis por Western blot de lisados
de células en condiciones no reductoras, ademas de la fraccion de las proteinas
TFEB/TFE3 alrededor de 65kDa, la cual corresponde a monémeros de ambas
proteinas, también aparecia una fraccion de mayor tamafo, por encima de los
180kDa, debida probablemente a la formacion de oligémeros. Ademas, en algunas
ocasiones también aparecia una fraccion de 130kDa, mas débil, que podria
corresponder a dimeros. En cuanto a los oligémeros, éstos fueron mas abundantes
cuando las células fueron sometidas a estreses que inducen la activaciéon de estos
factores de transcripcion, y se observo su rapida disociacion una vez se eliminaba el
estrés, indicando que este proceso de oligomerizacién es dinamico y reversible
(Martina et al, 2021).

Debido a que la interaccién entre proteinas puede estar regulada por puentes
disulfuros entre cisteinas, nos planteamos si la formacion de los oligdmeros dependia
de la unica cisteina presente en TFEB y TFE3. Para ello, se generaron lineas
celulares que expresaban las proteinas TFEB o TFE3 con las respectivas cisteinas
C212 o C322 sustituidas por residuos de serina (TFEB-C212S y TFE3-C322S) o por
alanina (TFEB-C212A y TFE3-C322A). En los extractos celulares de estas lineas,
analizados en condiciones no reductoras, no se observo la fraccion correspondiente
a oligbmeros, tanto en situaciones basales como cuando los cultivos fueron
sometidos a diferentes estreses como arsenito sédico o ayuno (EBSS) (Figura 3.34),
lo que indica que la formacion de estos oligdmeros es completamente dependiente
de la una unica cisteina que poseen ambas proteinas.
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< Figura 3.34. Andlisis por Western blot, en condiciones no reductoras, de lisados de células ARPE-
19 expresando las proteinas TFEB-FLAG-WT o mutantes y TFE3-GFP-WT o mutantes. a) La mutacion
en la cisteina 212 de TFEB impide la oligomerizacién. Las células fueron tratadas con 250uM de NaAsO:2
o EBSS (condicion de ayuno en células) durante 1 hora. 4EBP1 usado como control de carga. b) La
mutacion en la cisteina 322 de TFE3 impide la oligomerizacion. GAPDH empleado como control de carga.
Modificado de Martina et al, 2021.

Seguidamente, mediante analisis de espectometria de masas, se determind que en
condiciones basales el residuo de cisteina de TFEB y TFE3 monomérico esta
principalmente reducido. Sin embargo, en condiciones de estrés se detectdé que en la
fraccion monomeérica el residuo de cisteina estaba glutationilado. La glutationilacion
es una modificacion postraduccional reversible en la que el GSH es transferido al
grupo tiol de las cisteinas de proteinas para protegerlas de dafio oxidativo (Xiong et
al, 2011). Por otro lado, la fraccién oligomérica no mostré glutationilacion, ni tampoco
se pudo identificar ninguna cisteina libre en esta fraccion mediante espectometria de
masas, lo que confirmaria que, en los oligdmeros, las cisteinas podrian estar
formando puentes disulfuro. Ademas, mediante la mutacion de la serina adyacente a
la cisteina (que impide la union de TFEB o TFES3 a las proteinas 14-3-3 y, por tanto,
se evita que queden retenidas en el citosol), se observé un incremento en la
formacion de oligébmeros, sugiriendo que la union de TFEB o TFE3 a las 14-3-3
protege a la cisteina de la oxidacion y previene la formacién de oligémeros (Martina
et al, 2021).

Finalmente, para ahondar en la funcién fisiolégica de los oligébmeros de TFEB y TFE3,
se cuantificé la distribucion subcelular de TFEB y TFEB-C212A tanto en situaciones
basales como ante diferentes estreses. No se observé ninguna diferencia en la
translocacion al nucleo de ambas proteinas en ninguna de las condiciones
ensayadas, lo que sugiere que el residuo de cisteina conservado no es esencial para

la entrada en nucleo de estos factores de transcripcion (Figura 3.35).
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Figura 3.35. Localizacion subcelular de TFEB-FLAG-WT y TFEB-FLAG-C212A sobreexpresadas en
células ARPE-19 en respuesta a diferentes tratamientos. La mutacion en la cisteina 212 no afecta a la
localizacién subcelular de TFEB. a) Imagenes representativas de microscopia confocal de
inmunofluorescencia de células ARPE-19 sobreexpresando TFEB-FLAG-WT y TFEB-FLAG-C212A. Las
células fueron tratadas con 250puM de NaAsO2 o EBSS (condicion de ayuno en células) durante 1 hora.
Barra de escala 10um b) Cuantificacion de la localizacién subcelular de TFEB-FLAG sobrexpresada en
células ARPE-19 tratadas con 250uM de NaAsO2, EBSS durante 1 hora e incubadas con medio completo
(realimentacién) durante los tiempos indicados. Modificado de Martina et al, 2021.

Por otro lado, ante condiciones de estrés prolongado se identificé una progresiva
desaparicién de los monémeros TFEB y TFE3, mientras que los niveles de los
oligbmeros permanecieron constantes o incluso incrementaron (Figura 3.36). Esto
sugiere que la formacion de oligédmeros proporciona una mayor estabilidad que los
monomeros frente a su degradacion cuando el estrés es mantenido de forma croénica
(Martina et al, 2021).
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CYAEE S p—C T P
ARPE-19 HelLa
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3.6.2. Funcion del residuo de cisteina conservado de HLH-30.
A la vista de los resultados in vitro con cultivos celulares sobre la importancia de los
residuos C212 y C322 de TFEB y TFES3, respectivamente, en la formacion de
oligébmeros y su funcion como estabilizadores de ambos factores de transcripcion
ante estreses prolongados, decidimos utilizar C. elegans para explorar la funcién

fisiologica de la cisteina en el contexto in vivo de un organismo completo.

Para determinar si HLH-30 también forma oligémeros y si éstos son dependientes de
la Unica cisteina que posee esta proteina en posicion 284 (C284), primeramente
expresamos la proteina silvestre y otra version con la cisteina mutada a alanina,
ambas fusionadas a tres copias del epitopo FLAG [HLH-30(WT)-FLAG y HLH-
30(C284A)-FLAG, respectivamente], en células ARPE-19 de mamifero. Como se
muestra en la figura 3.37, HLH-30 formé oligdbmeros, los cuales fueron totalmente

dependientes de la C284 de igual forma que ocurre con TFEB y TFE3.

N
i
O
e
S
&
kDa
180 — W= HLH'efO'FLAG Figura 3.37. Analisis por Western blot en condiciones
— % (oligébmero) no reductoras de lisados de células ARPE-19
115 — sobrexpresando las proteinas de C. elegans HLH-30
82 — silvestre o HLH-30(C284A) marcadas con el epitopo
“ HLH-30-FLAG FLAG. La mutacion de la cisteina 284 impide la formacion
64 — (monémero) de dimeros y oligomeros de HLH-30. Los asteriscos
indican las bandas correspondientes a dimeros (*) y
49 — oligbmeros (**).GAPDH empleado como control de carga.
37 — " GAPDH Martina et al, 2021.
ARPE-19

Para corroborar la capacidad de HLH-30 para formar oligémeros en el nematodo,
generamos por CRISPR animales que expresan la proteina, tanto silvestre como con
la cisteina mutada a alanina, desde el locus endogeno hlh-30 de C. elegans, y
fusionada a un triple epitopo FLAG y a GFP (HLH-30::FLAG::GFP y HLH-
30(C284A)::FLAG::GFP). Estos animales fueron crecidos en condiciones normales o
sometidos a ayuno, estrés que induce la translocacion nuclear de HLH-30. En
condiciones normales de crecimiento, el HLH-30 endégeno permanecié en forma

mayormente monomérica, mientras que en los animales sometidos a ayuno,
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aparecieron ademas las formas diméricas y oligoméricas, las cuales requieren del

residuo C284 para su formacion (Figura 3.38).

#
O’ ®
o S
&
kDa Figura 3.38. Andlisis por Western
blot en condiciones no reductoras de
HLH-30-FLAG lisados de C. elegans expresando las
150 — ‘A proteinas HLH-30::FLAG::GFP o
(oligomero) HLH-30(C284A)::FLAG::GFP. En los
animales sometidos a ayuno se
100 — HLH-30-FLAG produce oligomerizacién de HLH-30, la
75— (monomero) cual es dependiente de la cisteina 284.
Los asteriscos indican las bandas
50 — correspondientes a dimeros (*) y
37 _h GAPDH oligmeros (**). GAPDH empleado
como control de carga. (Martina et al,

lisado de C. elegans 2021).

Estos resultados con HLH-30, junto con los anteriormente descritos en TFEB/TFES3,
indican que la formacion de oligdmeros dependiente del Unico residuo de cisteina en
estos factores de transcripcion es un mecanismo conservado a lo largo de la

evolucion en metazoos.

3.6.3. Evaluacion de la translocacion nuclear de HLH-30.
A continuacion decidimos evaluar si la C284 es necesaria para la activacion de HLH-
30. Para ello, animales que expresan una sola copia del reportero HLH-
30::FLAG::GFP o HLH-30(C284A)::FLAG::GFP fueron sometidos a diferentes
estreses que inducen la translocacion nuclear de HLH-30 . Clasificamos la
localizacion subcelular del reportero dentro de tres categorias diferentes: 1)
citoplasmatica, con fluorescencia difusa en todo el animal; 2) nuclear débil, donde se
observo localizacion nuclear en algunas células de la parte posterior del animal, pero
no en la zona de la cabeza; y 3) nuclear fuerte, con una entrada nuclear robusta

desde la zona de la cabeza hasta la parte posterior del animal (Figura 3.39).
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Citoplasmatico

Nuclear débil

v

Figura 3.39. Imagenes representativas de microscopia DIC y fluorescencia de la localizacion
subcelular del reportero HLH-30::FLAG::GFP en C. elegans. En la distribucion citoplasmatica el
reportero se encuentra difuso a lo largo de todo el cuerpo del animal; Nuclear débil es considerada cuando
existe marcaje de GFP en nucleos de algunas células de la parte posterior de los animales pero no en
células de la zona de la cabeza; Nuclear fuerte cuando el marcaje de GFP en nucleos celulares aparece
a largo de todo el cuerpo del animal, incluyendo la zona de la cabeza. Las puntas de flecha indican la
localizacién nuclear de HLH-30::FLAG::GFP. Las barras de escala son 200um en las imagenes de DIC y
50um en las de fluorescencia, amplificadas de los recuadros mostrados en las imagenes de DIC.

Para observar la activacion de HLH-30::FLAG::GFP y la posible implicaciéon de la
C284 en este proceso, sometimos a los animales a varios estreses como falta de
alimento, choque térmico a 30°C, infeccion por Staphylococcus aureus (S. aureus),
estrés oxidativo por exposicion a arsenito sédico (NaAsO:), deplecion de GSH por
DEM y exposicion a levamisol, un agonista del receptor nicotinico de acetilcolina
utilizado para paralizar C. elegans para su visualizacion al microscopio. El tratamiento
con levamisol caus6é una localizacion nuclear instantanea del reportero HLH-
30::FLAG::GFP y se us6 unicamente en el momento en el que los animales fueron

montados para la visualizacion al microscopio. Para el resto de tratamientos se uso
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azida sodica para paralizar a los animales (la cual no causa localizacion nuclear del
reportero) y todos ellos provocaron una robusta entrada de HLH-30::FLAG::GFP en
el nacleo tras una hora de incubacion, la cual fue mantenida al cabo de 3 horas, a
excepcion de la exposicion a DEM, donde el reportero retorné a una localizacion
mayoritariamente citoplasmatica (Figura 3.40). Este dato apoya los resultados
previos que muestran que la homeostasis del glutation es clave para la translocacion
nuclear de HLH-30 ante determinados estreses (Figura 3.22). Por otro lado, el
reportero HLH-30(C284A)::FLAG::GFP muestran un patréon similar de localizacion
nuclear al del reportero silvestre en todos estreses ensayados. Este resultado indica
que, al igual que lo observado con TFEB/ TFE3 en células de mamifero, la C284 no

es requerida para la translocacion nuclear de HLH-30 en C. elegans.
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Figura 3.40. Cuantificaciéon de la distribucion subcelular de los reporteros HLH-30::FLAG::GFP y
HLH-30(C284)::FLAG::GFP tras el tratamiento de C. elegans con varios estimulos. La translocacién
al nucleo del reportero HLH-30::FLAG::GFP en presencia de diferentes estreses no varia por la mutacion
C284A. La localizacién nuclear es mantenida en todos los tratamientos a excepcion de cuando los
animales son expuestos a 3 mM DEM, donde la mayor parte del reportero vuelva a presentar una
localizacién citoplasmatica a las tres horas de exposicion al tratamiento. Los datos corresponden con la
media de tres experimentos independientes (n=50 por ensayo y estirpe).
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3.6.4. Estudio del papel fisiologico de la cisteina 284 de HLH-30.

HLH-30 interviene en la regulacién de varios procesos fisiolégicos en C. elegans
como son la longevidad, formacién de dauer o resistencia a estrés oxidativo y
patégenos (Lapierre et al, 2013; Lin et al, 2018; Chen et al, 2017b; Visvikis et al,
2014). Decidimos entonces investigar si la C284 era esencial para la funcién de HLH-
30 ante situaciones de estrés. Para ello, generamos por CRISPR la estirpe hlh-
30(syb1623 [Cys284Ala]), que expresa la forma mutada de HLH-30(C284A) desde el
locus enddégeno. Esta estirpe nos permitia evaluar la funcionalidad de HLH-
30(C284A) por comparacion con fenotipos que presentan los animales silvestres y
aquellos con la delecion hlh-30(tm1978) que es un alelo nulo de hlh-30 (Grove et al,
2009).

En primer lugar, ya que HLH-30 ha sido descrito como un factor fundamental para la
longevidad de C. elegans (Lapierre et al, 2013), decidimos evaluar si los animales
que expresan HLH-30(C284A) presentan alteracion de este fenotipo. Sin embargo, la
mutacion C284 no causo6 reducciéon en la longevidad en comparacion con los
animales silvestres (Figura 3.41a), fenotipo muy patente en el mutante nulo hlh-
30(tm1978).

A continuacién, ensayamos si la supervivencia a estrés oxidativo era dependiente de
la C284, para lo cual tratamos a los animales con NaAsO:z 7.5 mM. La figura 3.41b
muestra que la resistencia a este tratamiento depende de HLH-30 ya que mutantes
nulos hlh-30(tm1978) mueren aproximadamente a las 16 horas mientras que el
silvestre y el animal hlh-30(C284A) sobrevivieron de forma similar, lo que nos permite

concluir que la C284 no parece ser esencial para la supervivencia a NaAsOo.

Finalmente, ya que HLH-30 interviene en la resistencia de C. elegans a patdgenos
(Visvikis et al, 2014), evaluamos la supervivencia de los animales que expresan HLH-
30(C284A) a la infeccién por Staphylococcus aureus. En este caso, al contrario de lo
que encontramos en los ensayos de longevidad y tratamiento con NaAsOz, la C284
si fue necesaria para una resistencia completa de los animales a la infeccion por este

patégeno (Figura 3.41c).
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Figura 3.41. Evaluacion del papel fisioldgico del residuo de cisteina 284 de HLH-30. Ensayos in vivo
de C. elegans expresando HLH-30(C284A). a) Los animales mutantes hlh-30(tm1978) son menos
longevos en comparacion con los silvestres y este fenotipo no es dependiente de la C284. El ensayo fue
llevado a cabo a 25°C. La gréafica representa una curva de supervivencia Kaplan-Meier de dos
experimentos independientes (n=100 por ensayo y estirpe). **p<0.01, y ****p<0.0001 mediante el test log-
rank (Mantel-Cox) comparado con la estirpe wt como control. b) La supervivencia a 7.5mM de NaAsO:z no
es dependiente de la C284. Los datos son la media de tres experimentos independientes (n=120 por
ensayo y estirpe). ****p<0.0001, usando ANOVA con multiple comparacion de Tukey con respecto a la
estirpe control wt. La barra de error indica el error estandar de la media (SEM). ¢) La supervivencia a la
infeccion por S. aureus es parcialmente dependiente de la C284. Los datos corresponden a la media de
tres experimentos independientes (n=100 por ensayo y estirpe). ****p<0.0001, usando ANOVA con multiple
comparacion de Tukey con respecto a la estirpe control wt. La barra de error indica el error estandar de la
media (SEM).

3.6.5. Papel de la C284 de HLH-30 durante el desarrollo.
Los ensayos de longevidad y supervivencia a NaAsOz y S. aureus fueron llevados a
cabo con animales adultos, es decir, con un desarrollo completo en el que ya han
tenido lugar todas las divisiones celulares en la linea somatica (individuos post-
mitéticos). Para una mejor caracterizacion de la funcion de la C284 de HLH-30,
decidimos estudiar si este residuo también jugaba un papel importante durante el
desarrollo. Se ha descrito que en determinados mutantes que afectan al desarrollo
de C. elegans a través de rutas de sefializacion diferentes, se induce la translocacion
nuclear de HLH-30. Ejemplo de ello son la inhibicion de la ruta de la insulina/IGF-1
mediante la mutacioén del receptor de insulina daf-2 (Kenyon et al, 1993), la restriccion
caldrica provocada por la mutacion de eat-2 (Raizen et al, 1995), la inhibiciéon del
desarrollo de la linea germinal por la mutacion en glp-1 (Arantes-Oliveira et al, 2002)
o la disfuncion mitocondrial debida a la mutacion clk-1 (Ewbank et al, 1997), mutantes
que todos ellos inducen una translocacion al ntucleo de HLH-30 de alrededor del 50%
(Lapierre et al, 2013). Esto indica que estas mutaciones suponen un estimulo para la
activacién de HLH-30, lo cual nos proporciona un escenario idéneo para explorar el
papel fisiologico de la C284 de HLH-30 durante el desarrollo del animal. Con este

objetivo, decidimos estudiar el efecto de la C284 en la translocacién nuclear de HLH-
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30 durante el desarrollo larvario, y para ello, elegimos los fondos genéticos eat-2 y

daf-2, ya que presentan fenotipos mas facilimente evaluables.

Los mutantes eat-2(ad1116) se encuentran bajo restriccion calérica permanente
debido a que presentan una disminucion en la frecuencia del bombeo faringeo, lo que
hace que la ingesta de alimento esté ralentizada (Raizen et al, 1995). Este estrés
provoca la translocacion nuclear de HLH-30 (Lapierre et al, 2013). Para evaluar si la
C284 tiene efecto sobre la activacion de este factor en respuesta a restriccion calérica
durante el desarrollo, primero estudiamos la translocacion nuclear del reportero
endogeno HLH-30::FLAG::GFP en animales mutantes eat-2(ad1116) (Raizen et al,
1995). Al igual que lo ya descrito en estudios previos, el reportero mostré una entrada

nuclear de alrededor del 50%, la cual fue independiente de la C284 (Figura 3.42a).

Como consecuencia de la menor ingesta de alimento, los mutantes eat-2 presentan
menor tamafio y una apariencia mucho mas clara (debido a la menor acumulacién de
grasa) que los animales silvestres, fenotipos que han sido asociados con una
reduccion en la sefializacion de mTOR (Bar et al, 2016). Con el objetivo de detectar
algun fenotipo asociado a la expresion de HLH-30 en animales eat-2 que nos sirviese
para el estudio del papel de la C284, generamos los dobles mutantes eat-2(ad1116);
hlh-30(tm1978) y eat-2(ad1116); hih-30(C284A). En estos animales observamos que
la delecion del gen hih-30 causé una disminucién en el tamafio de los mutantes eat-
2(ad1116), fenotipo que también fue observado, aunque no de forma tan robusta,
cuando la proteina HLH-30(C284A) es expresada en mutantes eat-2(ad1116) (Figura
3.42b).

Estos resultados demuestran que la restriccion calérica durante el desarrollo larvario

activa HLH-30 de forma independiente de la C284, pero este residuo es requerido

para una respuesta eficiente a este estrés.
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Figura 3.42. Cuantificaciéon de la distribucion subcelular de los reporteros HLH-30::FLAG::GFP y
HLH-30(C284)::FLAG::GFP y de los fenotipos de retraso en el desarrollo larvario en mutantes eat-
2(ad1116). a) La mutacién eat-2(ad71116) induce la translocacion al nucleo del reportero HLH-
30::FLAG::GFP, siendo ésta independiente de la mutaciéon C284A. Los datos corresponden con la media
de tres experimentos independientes (n=50 por ensayo y estirpe). b) El desarrollo de los animales eat-
2(ad1116) se ve afectado por la mutacion hl/h-30 y este fenotipo depende parcialmente de la C284. Los
datos corresponden a la media de tres experimentos independientes (n=20 por ensayo y estirpe) La barra
de error indica el error estandar de la media (SEM). ****p<0.0001, usando ANOVA con multiple
comparacién de Tukey. Las imagenes de DIC muestran ejemplos representativos de cada genotipo. La
barra de escala es 200um.

En respuesta a condiciones ambientales adversas, como son la alta densidad de
poblacién, la limitacién de alimento o una temperatura elevada, C. elegans arresta de
forma reversible en un estadio alternativo de resistencia llamado dauer (Cassada &
Russell, 1975). Animales con la mutacion en el receptor de la insulina daf-2 forman
dauers de forma constitutiva en funcién de la temperatura, fenotipo que ha sido

relacionado la funcién autofagica (Meléndez et al, 2003).

Al igual que en los ensayos con el mutante eat-2(ad1116), confirmamos que en los
mutantes daf-2(e1370) (Kenyon et al, 1993) existe entrada constitutiva del reportero
endégeno HLH-30::FLAG::GFP, y observamos que dicha translocacion no es
dependiente de la C284 (Figura 3.43a).

Se ha descrito que la mutacion hih-30(tm1978) incrementa la formacion de dauer en
animales mutantes daf-2(e1370) cuando son crecidos a 22.5°C (Lin et al, 2018). Este
fenotipo nos parecio util para evaluar si la mutacion en la C284 de HLH-30 tenia algun
efecto en la formacién de dauer en mutantes daf-2(e1370), por lo que, para explorar
esta posibilidad, generamos los dobles mutantes daf-2(e1370); hih-30(tm1978) y daf-
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2(e1370); hlh-30(C284A). Como se observa en la Figura 3.43b, la formacion de dauer
de los mutantes daf-2(e1370) fue potenciada no solo por la delecion de hlh-30, sino
también por la expresion de la proteina HLH-30(C284A).

De forma adicional, decidimos investigar si HLH-30 es también requerido para la
recuperacion del estadio de dauer una vez que las condiciones ambientales vuelven
a ser optimas. Sorprendentemente, encontramos que HLH-30 es completamente
esencial para la salida de dauer en animales daf-2(e1370), ya que las dauer daf-
2(e1370); hlh-30(tm1978) fueron incapaces de recuperarse tras 7 dias de incubacioén
a 20°C en presencia de alimento (Figura 3.41c). Ademas, el residuo C284 también
parece ser importante en este fenotipo, ya que las dauer daf-2(e1370) que
expresaron la  proteina HLH-30(C284A) tuvieron una recuperacion

considerablemente mas lenta que las dauer daf-2(e1370) control (Figura 3.43c).

Con todos estos resultados en su conjunto podemos concluir que, al igual que ante
el estrés que supone la restriccion caldrica, la C284 no es esencial para la
translocacion nuclear de HLH-30 durante el desarrollo de los animales daf-2. Sin
embargo, si hemos demostrado que este residuo es requerido para una respuesta

eficiente en la formacion y recuperacion del estadio de resistencia dauer.
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< Figura 3.43. Cuantificacion de la distribucién subcelular de los reporteros HLH-30::FLAG::GFP y
HLH-30(C284)::FLAG::GFP y de los fenotipos relacionados con la formacion y recuperacion de
dauer en animales mutantes daf-2(e1370). a) La mutacion daf-2(e1370) induce la translocacion al nucleo
del reportero HLH-30::FLAG::GFP, siendo ésta independiente de la mutacion C284A. Los datos
corresponden con la media de tres experimentos independientes (n=50 por ensayo y estirpe). b) La
mutacién daf-2(e1370) provoca entrada en dauer a 22.5°C, fenotipo potenciado por la mutacién hih-
30(tm1978) y hlh-30(C284A). Los datos corresponden a la media de tres experimentos independientes
(n=20 por ensayo y estirpe). La barra de error indica el error estandar de la media (SEM). ****p<0.0001 y
****n<0.001 usando ANOVA con multiple comparacion de Tukey. ¢) La mutacion hlh-30(1978) impide la
recuperacion de dauer de los mutantes daf-2(e1370), mientras que la mutacién de la C284 retrasa dicha
recuperacion. Los datos corresponden a la media de tres experimentos independientes (n=20 por ensayo
y estirpe) La barra de error indica el error estandar de la media (SEM). ****p<0.0001 usando ANOVA con
multiple comparacién de Tukey con respecto al control daf-2(e1370).
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Discusion

El hecho de que la pérdida de proteostasis, a través de un incremento de la
agregacion de proteinas, afectase al estado redox celular (Kirstein et al, 2015), hizo
que nos planteasemos si pudiese ocurrir el efecto inverso, es decir, si la falta de
regulacion en la homeostasis redox podria provocar un aumento de la agregacion de
proteinas. Con esta idea, y a través de un ensayo de ARNi de genes relacionados
con el mantenimiento de la homeostasis redox sobre modelos de proteotoxicidad en
C. elegans, nuestro grupo identifico que el gen gsr-1, que codifica para la Unica
glutatién reductasa en el nematodo y perteneciente al sistema antioxidante glutation,

ejerce un papel protector frente a la agregacion de proteinas (Tabla 3.1).

Este trabajo se ha enfocado, por tanto, en el estudio del efecto de la pérdida de
homeostasis redox, debida a la mutacién en el gen gsr-1, sobre la proteostasis celular
mediante el empleo de modelos de agregacion de proteinas en C. elegans, asi como
en la identificacion de los mecanismos moleculares que relacionan la homeostasis
redox con la proteostasis. Es importante destacar que nuestro objetivo ha sido
comprender la relacion entre la homeostasis redox y el estrés proteotdxico, y no la
relacion de la homeostasis redox en la enfermedad en si, utilizando los modelos de
agregacion de proteinas humanas solo como via para cuantificar la pérdida de

proteostasis.

Los animales gsr-1(m+,z-) constituyen un modelo idéneo de desregulacion redox,
como indican resultados previos del grupo, en los que se caracteriz6 su mayor
sensibilidad a compuestos generadores de EROs como son la juglona y el paraquat
(Mora-Lorca et al, 2016). En este fondo genético, hemos sobreexpresado en
diferentes tejidos de C. elegans, proteinas de origen humano con tendencia a la
agregacion relacionadas con enfermedades neurodegenerativas (Morley et al, 2002;
Link, 1995; Teixeira-Castro et al, 2011; Parker et al, 2001; Moronetti Mazzeo et al,
2012; Fong et al, 2016; Van Ham et al, 2008; Sulston et al, 1975). Ademas, hemos
empleado modelos de agregaciéon de proteinas endoégenas de C. elegans para
descartar que los resultados obtenidos se deban al efecto de la sobreexpresion de
proteinas humanas (Gidalevitz et al, 2006). En todos los modelos estudiados, la falta
de GSR-1 provoca un incremento de la agregacion proteica, poniéndose de
manifiesto tanto de forma visible mediante el incremento de agregados fluorescentes

de facil cuantificacion, como de forma indirecta, debido al empeoramiento de los
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fenotipos asociados a la agregacion, como son la pardlisis, defectos en el desarrollo
o letalidad embrionaria. Los resultados demuestran que este efecto del GSH sobre la
proteostasis es independientemente del tipo de proteina, su origen (endégeno o
exogeno) o el tejido de expresion, lo que indica que el sistema glutation ejerce un

papel protector general frente al estrés proteotoxico.

Como se describié en el apartado de introduccioén, el gen gsr-1 da lugar a dos
isoformas, una citosdlica (GSR-1b) y otra mitocondrial (GSR-1a), de la enzima
glutatién reductasa. Todos los modelos de proteostasis empleados en este trabajo
generan agregados proteicos en el citoplasma, sugiriendo que la isoforma GSR-1b
es la responsable del efecto sobre los fenotipos asociados a estos modelos. Sin
embargo, no podiamos descartar que la falta de la isoforma mitocondrial tuviera
también un efecto sobre la agregacion de proteinas. Por ello, y una vez finalizados
todos los ensayos que se incluyen en esta tesis, continuamos investigando esta
posibilidad. Asi, hemos comprobado como la falta de la isoforma mitocondrial GSR-
1a, por si sola, no incrementa la agregacién ni la paralisis en animales que expresan
las proteinas Q40::YFP o UNC-52, respectivamente, lo que descartaria un posible
efecto de la GSR-1 mitocondrial sobre la proteostasis en el citoplasma. No obstante,
no podemos descartar un posible efecto regulador de esta isoforma mitocondrial en

el mantenimiento de la homeostasis redox en mitocondria.

4.1. La inhibicion farmacoldgica de la disponibilidad de GSH fenocopia el efecto
de la falta de GSR-1 en modelos de agregacion.

Los tratamientos con BSO, BCNU o DEM reducen los niveles celulares de GSH, lo

que nos sirvi6 como otra forma de evaluar el efecto de la mutacién gsr-1 sobre la

proteostasis. Dado que el tratamiento con DEM provocé un fenotipo severo de arresto

embrionario en comparacion con los otros dos quimicos en los ensayos iniciales,

realizados con el modelo de poliQ muscular Q40::YFP (Figura 3.4), decidimos que

éste seria el tratamiento empleado para el resto de modelos a ensayar.

Nos ha resultado sorprendente que el tratamiento con DEM en animales que
expresan Q40:YFP, Ap y UNC-52 en células musculares causa un arresto completo
del desarrollo larvario de los animales en los estadios L1-L2 (Figuras 3.4c, 3.9b y

3.14b). No obstante, este efecto del DEM en modelos de agregacion en células
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musculares no es general, ya que la expresion de a-SYN::YFP no afecta al desarrollo
de los animales tratados con DEM (Figura 3.12b). La posible explicacion de la falta
de sensibilidad de este ultimo modelo podria ser debida al hecho de que la expresion
de la proteina a-SYN, a diferencia de las anteriores, no causa problemas de motilidad
al ser expresada en células musculares (Van Ham et al, 2010), lo que sugiere que
este modelo no sufre una toxicidad severa debida a la agregacion de esta proteina

como para afectar al desarrollo.

Por otro lado, en los modelos no musculares hemos comprobado como el efecto del
tratamiento con DEM es variable. Mientras que en los animales con expresion de
poliQ en células intestinales (Figura 3.8), AB en neuronas (Figura 3.11) o en los
mutantes let60(ga89) (Figura 3.15) el fenotipo de arresto larvario ha sido parcial, la
expresion de poliQ en neuronas mecanosensoriales (Figura 3.7) y a-SYN en
neuronas (Figura 3.13) no se han visto alterados por este tratamiento. Posiblemente
el impacto del DEM dependa del tipo de proteinas o su grado de expresion, este
ultimo siendo dificil de controlar ya que en todos estos modelos, las respectivas
proteinas se expresan a partir de transgenes multicopia integrados de forma aleatoria

en el genoma.

Llamativo es el caso de los animales que expresan proteina ATXN3::130::YFP en
neuronas, los cuales son altamente resistentes a DEM, a pesar de que la expresion
de la proteina ATXN3::75::YFP, utilizada como control al no provocar agregacion,
hace que los animales sean mas sensibles a DEM. Se ha propuesto que son los
oligébmeros solubles de poliQ, AR y a-SYN los responsables de la proteotoxicidad
celular (Kirkitadze et al, 2002; Treusch et al, 2009), siendo los agregados mas
grandes una forma de proteccién al acumular las formas mas pequefias y toxicas. En
todos los modelos que hemos ensayados de poliQ, en los que existe un umbral de
patogenicidad en humanos dependiente de la longitud de la proteina, los fenotipos
mas severos han ocurrido en los animales que expresaban la proteina poliQ de mayor
tamano. Esto nos hace pensar que la sensibilidad a DEM de los animales que
expresan la proteina ATXN::75::YFP pueda ser debida mas al sitio de integracién del
transgen que la expresa, el cual es desconocido, que a la propia expresién de dicha

proteina.
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El impacto sobre el desarrollo provocado por el DEM difiere del efecto que provoca
la mutaciéon gsr-1 en los modelos de agregacion ensayados. Mientras que en los
animales gsr-1(m+,z-) se potencian los fenotipos relacionados con la agregacion de
las proteinas expresadas (numero de agregados, paralisis o letalidad embrionaria),
el tratamiento con DEM afecta al desarrollo larvario. El DEM es un agente alquilante
que ha sido tradicionalmente usado como depletor de GSH pero que recientes
estudios han mostrado que también oxida grupos tiol de proteinas (Urban et al, 2017).
Por tanto, es posible que el DEM cause una sobrecarga de proteinas enddgenas
oxidadas que afiadirian estrés proteotdxico al ya de por si provocado por la expresién
de proteinas en los modelos de agregacién empleados, llegando a impedir el
desarrollo del animal. Otra posible explicacion radica en las caracteristicas propias
de los mutantes gsr-1(m+,z-) usados en los ensayos, ya que el aporte materno podria
enmascarar o disminuir el efecto deletéreo de la mutacion en comparacion con el

tratamiento mas potente del DEM.

4.2. La falta de GSR-1 tiene efecto sobre los mecanismos de regulacion de la
proteostasis.

El mantenimiento de la proteostasis esta regulado por diferentes mecanismos
moleculares. Algunos de estos mecanismos interaccionan directamente con las
proteinas para regular su sintesis, plegamiento, trafico o degradacion, mientras que
otros actian como reguladores de la proteostasis respondiendo a diferentes estreses
proteotdxicos (Powers & Balch, 2013; Hoppe & Cohen, 2020; Balchin et al, 2016;
Lindquist & Kelly, 2011).

En este trabajo hemos querido investigar si el impacto de la pérdida de regulacion
redox del glutatién sobre la agregacion de proteinas esta relacionado con una
deficiencia en la respuesta de alguno de los mecanismos de control de la
proteostasis. Para ello, hemos utilizado diferentes reporteros involucrados en la
regulacion de la proteostasis, y asi comprobar si la falta de GSR-1 (y por tanto de un
aporte adecuado de GSH) causa una respuesta inadecuada o la deficiencia en la

induccion ante un determinado estimulo.

Hemos encontrado que el reportero de sod-3 se encuentra inducido ante la falta de

GSR-1 en animales crecidos en condiciones normales (Figura 3.18). Este dato es
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indicativo de que los animales gsr-1(m+,z-) se encuentran bajo estrés oxidativo
cronico, ambiente que favorece la formacién de agregados proteicos. Sin embargo,
la induccidn de este reportero no se ve alterada por el tratamiento con juglona, por lo
que la mutacioén gsr-1 no parece mediar la respuesta a estrés oxidativo agudo (Figura
3.18).

Por otro lado, la mutacion gsr-1 si afecta a la UPRRE. En situaciones basales, el RE
se encuentra mas oxidado que el citosol para dar lugar al plegamiento oxidativo de
las proteinas, llevado a cabo por oxidorreductasas como las PDI (Perri et al, 2016).
Ante estreses como el proteotdxico o el oxidativo, el RE se vuelve mas reducido para
favorecer la reduccién e isomerizacion de enlaces aberrantes que se forman en las
proteinas dentro de este organulo. Se ha demostrado que en células de mamifero, el
GSH mantiene a las oxidorreductasas en su forma reducida para poder reparar la
oxidacién inadecuada de las proteinas (Jessop & Bulleid, 2004), lo que sugeriria que
la falta de GSR-1 limitaria la capacidad de reparacion de proteinas mal plegadas por
parte de estas oxidorreductasas en el RE. En nuestros ensayos, el estrés oxidativo
cronico en el que se encuentran los animales gsr-1(m+,z-) no parece desencadenar
una respuesta de la UPRRE (Figura 3.19), por lo que, al menos en este organulo, la
mutacién gsr-1 no se encuentra provocando un estrés proteotdxico. Sin embargo, al
inducir estrés proteotdxico en el RE mediante el tratamiento con tunicamicina, la
respuesta de este mecanismo parece ser mas deficiente en los animales gsr-1(m+,z-
) (Figura 3.19). El hecho de que ésta menor induccion de la UPRRE, aunque
significativa, no sea muy dramatica, nos ha llevado a descartar la idea de que el RE

esté jugando un papel crucial en la agregacion de proteinas ante la falta de GSR-1.

Los animales gsr-1(m+,z-) también han mostrado tener la UPR™! inducida en
condiciones basales. Como se ha comentado, en C. elegans, gsr-1 es un gen
esencial que codifica dos isoformas diferentes de GSR-1, una localizada en el
citosplasma y otra en la mitocondria. Mientras que la actividad de la GSR-1
citoplasmica es absolutamente requerida para el desarrollo embrionario, la proteina
mitocondrial es dispensable bajo condiciones basales de crecimiento (Mora-Lorca et
al, 2016). Sin embargo, los animales gsr-1(m+,z-) presentan fenotipos asociados a
disfuncién mitocondrial como fragmentacion mitocondrial, induccion de la UPR™! y

disminucion de contenido de ADN mitocondrial (Mora-Lorca et al, 2016). En este
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trabajo hemos confirmado como la mutacién gsr-7 induce la UPR™ en condiciones
basales. No obstante, la respuesta de este mecanismo protector no parece requerir
la funcion de GSR-1 frente al estrés oxidativo provocado por el tratamiento con
paraquat (Figura 3.20).

Esta induccién de la UPR™ en animales gsr-1(m+,z-) en condiciones normales de
crecimiento indica que, a diferencia que el RE, en la mitocondria si se genera un
estrés proteotdxico ante la no disponibilidad de GSH, pero que la respuesta en este
organulo por parte de la UPR ante condiciones estresantes, al igual que en el RE, no
es deficiente. EI GSH es generado en el citoplasma y transportado al interior de la
mitocondria, donde protege frente a ROS, compuestos xenobidticos y la oxidacion de
grupos tiol de las proteinas (Murphy, 2012). Es posible que sélo la falta de la isoforma
de la GSR-1 mitocondrial, y consecuente pérdida de reciclaje de la forma GSSG en
este organulo, sea la responsable de generar estrés mitocondrial. Para resolver esta
cuestion y, tras concluir los ensayos incluidos en esta tesis doctoral, hemos
comprobado como la mutacién sélo de la isoforma mitocondrial GSR-1a, no induce
la UPR™! Estos datos, junto con los descritos anteriormente, que muestran que la
falta de la isoforma mitocondrial GSR-1a no incrementa la agregacion de los modelos
Q40::YFP y UNC-52, descartarian que la no disponibilidad de GSH unicamente en la
mitocondria, sea la responsable de la alteracion de la proteostasis en el citoplasma

de los animales gsr-1(m+,z-).

4.3. La pérdida de regulacion redox debida a la mutacion gsr-7 impacta
principalmente sobre la autofagia.
Sin duda, el fenotipo mas interesante que hemos encontrado en la busqueda de un
mecanismo protector de la proteostasis alterado, ha sido comprobar como la
activacion del reportero HLH-30::GFP se ve afectada en los animales gsr-1(m+,z-).
El factor de transcripcion HLH-30, ortélogo a los factores de transcripcion TFEB y
TFE3 de mamiferos, es un regulador de la autofagia que se encuentra fosforilado e
inactivo en el citoplasma en condiciones basales. En presencia de distintos tipos de
estreses, HLH-30/TFEB transloca al nudcleo para inducir una serie de genes
relacionados con la autofagia y la funcién lisosomal (O’'Rourke & Ruvkun, 2013;
Martina et al, 2012; Lapierre et al, 2013).
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El estrés oxidativo es uno de los estreses que desencadenan la respuesta autofagica
a través de la activacion de TFEB/HLH-30 (Martina & Puertollano, 2018; Lin et al,
2018). El hecho de que la induccién del reportero de sod-3 en animales gsr-1(m+,z-)
(Figura 3.18) y por tanto, el indicio de que estos mutantes presentan estrés oxidativo
cronico, haria suponer que en estos animales, el reportero HLH-30::GFP se
acumulase en el nucleo como consecuencia de la respuesta autofagica a dicho
estrés. Sin embargo, HLH-30::GFP se encuentra inactivo y con una distribucion difusa
en el citoplasma en mutantes gsr-1(m+,z-) (Figura 3.22), por lo que la falta de GSH
(al menos la generada por la falta de GSR-1) no supone un estrés suficiente para

inducir una respuesta autofagica.

En mamiferos, los factores de transcripcion TFEB y TFE3 se encuentran regulados
por la quinasa mTOR (Roczniak-Ferguson et al, 2012). En ausencia de nutrientes,
mTOR se inactiva y deja de fosforilar a TFEB y TFE3 que son activados, translocando
al nucleo donde inducen la transcripcion de genes necesarios para el proceso
autofagico. Estos factores también son activados por otros estreses de forma
independiente a la inactivacion de mTOR (Martina & Puertollano, 2018). En nuestros
ensayos, cuando los animales se enfrentan a un estrés térmico, el reportero HLH-
30::GFP transloca al nucleo tanto en animales silvestres como mutantes gsr-1(m+,z-
) (Figura 3.22). Sin embargo, la mutacion gsr-1 impide la translocacion nuclear de
HLH-30::GFP cuando los animales son sometidos a estrés por ayuno (Figura 3.22).
Dado que la falta de nutrientes conlleva a la inactivacion de la quinasa TOR y
consecuente acumulacion nuclear de TFEB, nuestros datos sugieren que la falta de
GSH en los animales gsr-1(m+,z-) podria estar impidiendo la translocacién nuclear
de HLH-30::GFP, debido a una deficiente regulacion via LET-363 (el homologo en C.
elegans de mTOR). Si al igual que ocurre en mamiferos, en C. elegans la induccién
de este factor puede ocurrir de forma independiente a la inactivaciéon de mTOR, esto
podria explicar el hecho de que en animales gsr-1(m+,z-) sometidos a estrés térmico

ocurra la translocacion nuclear de HLH-30::GFP.

El reportero SQST-1::GFP, proteina homdloga de p62/SQSM1 en mamiferos, ha sido
ampliamente empleada para la monitorizaciéon de la autofagia en C. elegans,
acumulandose en embriones y larvas cuando la autofagia es bloqueada (Zhang et al,

2015). En mamifero, p62/SQSM1 media la degradacion de proteinas
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poliubiquitinadas sirviendo como enlace entre éstas y la proteina LC3, ortdlogo de
LGG-1 en C. elegans, la cual se encuentra enriquecida en la membrana de los
autofagosomas, interviniendo en su expansion y terminacion (Bjerkay et al, 2005;
Tian et al, 2010; Palmisano & Meléndez, 2016; Zhang et al, 2009).

Se ha descrito que la acumulacién del reportero SQST-1::GFP en mutantes
hipomorficos de autofagia puede ser revertida por la induccién de la autofagia
mediante el ayuno o la inactivacién de LET-363 (Guo et al, 2014; Lin et al, 2013;
Zhang et al, 2015; Tian et al, 2010). En los animales gsr-1(m+,z-) crecidos en
ausencia de estrés, no se observa agregacion de SQST-1::GFP, lo que indica que la
mutacién gsr-1 no se encuentra bloqueando la autofagia en condiciones basales. Al
someter a estos animales a ayuno, observamos como los embriones gsr-1(m+,z-)
acumulan gran cantidad de agregados de esta proteina (Figura 3.24). Este resultado
hace llamativo el hecho de que sea la falta de alimento la condicién que provoque
una fuerte agregacion de SQST-1::GFP en los embriones gsr-1(m+,z-), cuando es
precisamente la induccion de la autofagia por ayuno el estimulo que revierte su
acumulacion. La induccion de la autofagia por ayuno viene dada por la necesidad a
aporte de nutrientes a las células (Yorimitsu & Klionsky, 2005; Parzych & Klionsky,
2014). En esta situacion, la quinasa LET-363/TOR queda inactivada permitiendo la
translocacion nuclear de HLH-30 (Lapierre et al, 2013). Sin embargo, en los animales
gsr-1(m+,z-) no observamos entrada en nucleo del reportero HLH-30::GFP por ayuno
(Figura 3.22), lo que sugeriria, como se comento anteriormente, que la falta de GSH
esta alterando la respuesta autofagica via sefalizacion LET-363/mTOR. Este
escenario podria ser la explicacion a la acumulacion de SQST-1::GFP en embriones
gsr-1(m+,z-), en los cuales, una falta de respuesta autofagica ante el estimulo del

ayuno, conllevaria su acumulacién.

Reduciendo la actividad de la autofagia mediante ARNi de /gg-1, la mutacion gsr-1
potencia la acumulacion de SQST-1::GFP en larvas (Figura 3.25). Este efecto
sinérgico entre la mutacién gsr-1 y la autofagia nos deja dos posibilidades no
excluyentes. Una de ellas es que, como sugieren los ensayos anteriores, la falta de
GSR-1 esté impactando directamente sobre la autofagia. En situaciones basales,
este efecto inhibitorio de la mutaciéon gsr-1(m+,z-) sobre la autofagia no es suficiente

para que estos animales muestren acumulacion de SQST-1::GFP. Sin embargo, el
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efecto conjunto con el ARNi de /gg-1, pondria de manifiesto una autofagia alterada y
como consecuencia la acumulacién de agregados SQST-1::GFP. Otra posibilidad
puede ser que la acumulacion de SQST-1::GFP sea potenciada por la pérdida de
regulacion redox provocada por la mutaciéon gsr-1, la cual genera la oxidacion de
proteinas celulares, incrementando asila formacion de agregados. De hecho, se ha
descrito que la acumulacion el reportero SQST-1::GFP puede incrementar debida a
su union a organulos dafiados o agregados proteicos (Zhang et al, 2015). De este
modo, al reducir la capacidad de degradacion via autofagia mediante ARNi de Igg-1,
se incrementaria la concentracion de proteinas oxidadas por la falta de GSH vy la

consecuente la acumulacion de SQST-1::GFP.

4.3.1. La mutacion gsr-1 podria incrementar la agregacion de proteinas por
supersaturacion.

Los datos generados en este trabajo apuntan a que la la mutacién gsr-1 altera la
funcién autofagica. Por otro lado, los animales gsr-1(m+,z-) presentan estrés
oxidativo crénico, caracterizado por una mayor induccion del reportero de sod-3
(Figura 3.18) ademas de, como indican resultados previos del grupo, una mayor
sensibilidad a compuestos generadores de EROs como son la juglona y el paraquat
(Mora-Lorca et al, 2016). Este ambiente oxidante podria estar alterando Ia
proteostasis celular de los animales gsr-1(m+,z-), por lo que no podriamos asignar
los fenotipos potenciados que se muestran en los modelos de agregacion Unicamente
al impacto de la mutacion gsr-1 sobre la autofagia.

El bloqueo de la autofagia mediante la mutacion atg-3 en diversos modelos de
agregacion de proteinas nos ha confirmado que las proteinas Q40::YFP, AB, a-SYN
y UNC-52, son degradadas via autofagia, ya que los fenotipos asociados a la
expresion de estas proteinas ha sido potenciado en los animales atg-3 (Figura 3.26).
Esto podria afiadir un argumento adicional por el que la mutacion gsr-1 esté
afectando a la autofagia, ya que en estos modelos el efecto del bloqueo de la
autofagia mediante la mutacion atg-3 es similar al que ocurre por la mutacion gsr-1.
No obstante, nuestros resultados empleando el reportero SQST-1::GFP (Figuras 3.24
y 3.25) nos indican que la falta de GSR-1 esta haciendo menos eficiente la autofagia,

pero no provocando su bloqueo completamente.
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La generacion de dobles mutantes atg-3; gsr-1(m+,z-) nos ha permitido aislar el
posible efecto de la mutacién gsr-1 sobre la autofagia y asi evaluar Unicamente su
efecto sobre la agregacion de proteinas. La sobreexpresion de las proteinas poliQ,
AB y a-SYN en animales atg-3; gsr-1(m+,z-) provoca efectos deletéreos graves,
demostrando que la pérdida de homeostasis redox debida a la mutaciéon gsr-1
conlleva un claro aumento de estrés proteotdxico. En este escenario, al bloqueo de
la autofagia se le sumaria el ambiente oxidante que impactaria negativamente sobre
las proteinas tanto sobreexpresadas como endégenas, lo cual incrementaria la carga
de proteinas mal plegadas, creando un nivel de proteotoxicidad superior con respecto

al generado cuando Unicamente se inactiva la autofagia.

El fenotipo que presentan los animales atg-3; gsr-1(m+,z-) que sobreexpresan las
proteinas poliQ, AR y a-SYN puede ser explicado por un efecto conocido como
supersaturacion (Hofrichter et al, 1976), en el que proteinas pueden convertirse en
metaestables cuando su concentracion en la célula excede un valor critico, llegando
a perder su solubilidad (Ciryam et al, 2015). Este fendmeno ha sido descrito que
ocurre, entre otras, con las proteinas poliQ, A y a-SYN, y conlleva a la agregacion y
coagregacion de diferentes proteinas, siendo potenciado durante el estrés y el
envejecimiento, cuando los mecanismos de control de la homeostasis proteica son
menos eficientes (Kundra et al, 2017; Baldwin et al, 2011; Ciryam et al, 2013, 2015).
Por lo tanto, el efecto de la mutacion atg-3 sobre los modelos de poliQ, AB y a-SYN,
donde se potencian los fenotipos relacionados con su agregacion (Figura 3.26),
podria explicarse por una supersaturacion de estas proteinas. En esta situacion, el
bloqueo de la autofagia por la mutacion atg-3 permitiria la acumulacion de estas
proteinas sobreexpresadas, llegando a la supersaturacién y, por consiguiente, la
pérdida de su solubilidad y agregacién. Esto podria explicar también que la mutacion
gsr-1 provocase un efecto similar a la mutacion atg-3. No obstante, hay que destacar
que las proteinas poliQ, AB y a-SYN no presentan ninguna cisteina en su secuencia,
por lo que su agregacion no puede estar mediada directamente por la formacion de
puentes disulfuro. La funcién autofagica deficiente en los animales gsr-1(m+,z-)
causaria la acumulacion de estas proteinas, reproduciendo los fenotipos debidos al
bloqueo de la autofagia mediante atg-3, pero también, el ambiente oxidante debido a

la la mutacién gsr-1 llevaria a la oxidacién de proteinas endégenas, que causaria una
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cascada que culminaria con la agregacion de otras proteinas (Dobson, 2003;
Gidalevitz et al, 2006; Balch et al, 2008).

Por otro lado, los animales atg-3; gsr-1(m+,z-) con la mutaciéon unc-52 no presentan
un fenotipo deletéreo sumatorio a diferencia de los modelos anteriores (Figura 3.29c).
Esto puede ser debido a que la proteina metaestable UNC-52 se expresa de forma
endogena desde el propio locus del gen unc-52, a diferencia de las proteinas poliQ,
AB y a-SYN, que son sobreexpresadas mediante transgenes. Este hecho no
provocaria una saturacion tan elevada de la proteina UNC-52, mostrando estos
animales un fenotipo de paralisis similar al de los animales dobles mutantes controles
unc-52; atg-3 y unc-52; gsr-1(m+,z-). Con esta idea hemos generado animales unc-
52 que expresan el sustrato de autofagia SQST-1::GFP, y asi comprobar el efecto de
la supersaturacion en una proteina no sobreexpresada y endogena de C. elegans.
Debido a que no hemos observado acumulacion de SQST-1::GFP en ninguno de los
estadios del desarrollo del animal, asumimos que la autofagia prioriza la degradacion
de esta proteina, lo que favoreceria la acumulacion de la proteina UNC-52 y la
consecuente paralisis en los animales unc-52; sqst-1::gfp (Figura 3.30c). La aparicion
de esta paralisis es mucho mas temprana en un triple mutante unc-52; sqst-1.::gfp;
gsr-1(m+,z-), indicando que en estos animales la agregacion de UNC-52 es mucho
mas rapida y severa. Este fenotipo podria deberse, al igual que lo discutido en
resultados anteriores, a una mayor agregacién de esta proteina gracias al ambiente
oxidante de los animales gsr-1(m+,z-), ademas de a la saturacién del proceso
autofagico, debida a la degradacion constante de SQST-1::GFP en una autofagia
poco eficiente por la mutacion gsr-1, lo que impediria la eliminacién de UNC-52. De
hecho, el estudio del flujo autofagico de los animales unc-52; gsr-1(m+,z-) muestra
que éste es deficiente (Figura 3.32), indicando que la degradacioén via autofagia de

los animales gsr-1(m+,z-) se encuentra alterada.

La cuantificacion de los autofagosomas y autolisomas nos ha permitido confirmar que
el flujo autofagico se encuentra alterado en los animales gsr-1(m+,z-), los cuales
presentan una disminucion significativa de la cantidad de autolisosomas (Figura 3.31
y 3.32). Este efecto sobre el flujo autofagico podria ser debido a una alteracion de la
regulacion de HLH-30 provocada por la mutacion gsr-1. HLH-30/TFEB regula

positivamente la expresion de genes relacionados con la autofagia, en concreto,
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induce la biogénesis de autofagosomas y lisosomas, ademas de regular la fusion de
ambos y el flujo autofagico (Palmieri et al, 2011; Settembre et al, 2011; Lapierre et
al, 2013). La pérdida de homeostasis redox en los animales gsr-1(m+,z-), la cual
afecta a la induccion de HLH-30, al menos ante ayuno, podria conllevar una menor
expresion de los genes regulados por este factor de transcripcion, afectando a varios
niveles del mecanismo de autofagia. En concreto, debido a la disminucion en el
ndmero de autolisosomas y acumulacion de autofagosomas, la mutacion gsr-1
parece estar afectando a la biogénesis de lisosomas y/o a la fusiéon de éstos con los
autofagosomas. En este sentido, seria interesante y muy informativo realizar estudios

de la expresioén de los genes regulados por HLH-30 en un fondo gsr-1.

4.4. La regulacion redox de la cisteina 284 de HLH-30 no afecta a la induccion
de la autofagia.

El impacto de la mutaciéon gsr-1 sobre la autofagia parece recaer en la regulacion

redox del factor de transcripcion HLH-30, cuya translocacion nuclear ante la induccion

por ayuno fue impedida por la falta de GSR-1 (Figura 3.22).

La existencia de una sola cisteina en la secuencia de esta proteina en posicion 284
(C284), y dado que modificaciones postraduccionales en residuos de cisteina afectan
de forma directa a la regulacion de una amplia variedad de factores de transcripcion
(Holmstrém & Finkel, 2014), nos ha llevado a investigar el papel de la cisteina 284 en
la funcion de HLH-30.

Primero hemos comprobado como la activacién del reportero endégeno HLH-
30::GFP es independiente de la C284 (Figura 3.38), al igual que en sus ortologos de
mamiferos TFEB/ TFE3, cuya translocacion nuclear es independiente de las C212 y
C322, respectivamente. Sin embargo, la Unica cisteina presente en su secuencia es
fundamental para la oligomerizacion de estos factores (Figuras 3.34 y 3.35), lo que
parece que les confiere una mayor estabilidad y resistencia a la degradacion ante
estreses prolongados.

La supervivencia a S. aureus de C. elegans es dependiente del unico residuo C284
de HLH-30 (Figura 3.39c). Aunque la mutacién en este residuo no conlleva la muerte

tan prematura de los mutantes nulos hih-30(tm1978), si existe una menor resistencia
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a la infeccion (Figura 3.39c), quizas debida a que la falta de oligomerizacion de HLH-

30 hace menos eficiente el mecanismo de induccién de la autofagia.

La oligomerizacion de HLH-30 no parece ser necesaria durante el envejecimiento, ya
que la mutacion del resido C284 por alanina no modifica la longevidad (Figura 3.39a).
Por otro lado, la C284 tampoco es esencial para la resistencia a NaAsO: (Figura
3.39b). Ambos ensayos, longevidad y resistencia a arsenito, se han realizado en
individuos adultos, por tanto, post-mitéticos, por lo que es posible que la regulacion

de HLH-30 via la C284 tuviese mayor impacto durante el desarrollo.

Para valorar esta idea empleamos mutantes que muestran fenotipos de desarrollo
como mutantes eat-2, los cuales presentan un menor tamano debido a que se
encuentran sometidos a restriccion caldrica crénica y mutantes daf-2, que forman
dauer cuando son crecidos a temperaturas no permisivas. Encontramos que la
inactivacion de hlh-30 en los mutantes eat-2 afecta al desarrollo larvario, dando lugar
a animales con la mitad del tamafio que los individuos silvestres, fenotipo
parcialmente dependiente de la C284 de HLH-30 (Figura 3.40b). De forma similar,
eliminando HLH-30 en animales daf-2 crecidos a 22,5°C se induce la formacién de
dauer y la mutacion hlh-30(C284A) reproduce este fenotipo (Figura 3.41b). El papel
de HLH-30 en la transcripcién génica ha sido descrito mediante una respuesta
coordinada con el factor de transcripcion DAF-16/FOXO, importante regulador de la
respuesta a estrés en C. elegans (Lin et al, 2018). Ante un estimulo dafiino o ante
una baja sefializacion por insulina como en los mutantes daf-2, ambos factores de
transcripcion interactuan y translocan al nucleo formando un complejo de alto peso
molecular. Sin embargo, mientras DAF-16 induce la transcripcion de genes que
potencian la formacion de dauer, HLH-30 lo hace de genes que previenen dauer (Lin
et al, 2018). De este modo, suprimiendo la actividad de HLH-30 se potencia la
formacion de dauer en mutantes daf-2. Este mismo razonamiento es aplicable a la
salida del estadio de dauer una vez los animales son expuestos a temperatura
permisiva, donde la falta de actividad de HLH-30 impide que los mutantes daf-2
continden con el desarrollo, efecto que parece ser parcialmente dependiente de la
C284 (Figura 3.41c). Es posible que la mutacién en este residuo conservado de
cisteina y, por tanto, la falta de oligomerizacion, conlleve a una menor eficiencia en

la regulacion transcripcional por parte de HLH-30.
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Por otro lado, seria interesante evaluar si el residuo C284, el cual hemos comprobado
que no altera la longevidad de animales silvestres (Figura 39a), es importante durante
el envejecimiento de estos modelos longevos daf-2 o eat-2, los cuales, como hemos
confirmado, muestran una cierta translocacion de HLH-30 en el nacleo (Figurass 40a
y 41a).

En conjunto, nuestros datos sugieren que el residuo C284 de HLH-30 es esencial
durante el desarrollo de C. elegans y la resistencia a S. aureus. La falta de
oligomerizacion de la proteina HLH-30(C284A), el hecho de que la C284 no sea
necesaria para la translocacion nuclear y la comparaciéon con los fenotipos que
presentan los animales mutantes hlh-30(tm1978), los cuales siempre son mas
severos, hace suponer que el papel de la C284 esté mas relacionado con la

estabilizacion de HLH-30, permitiendo una respuesta mas eficaz ante el estrés.

Es interesante el hecho de que todos los estreses ensayados provocan una robusta
translocacion nuclear de HLH-30::GFP, la cual es mantenida mientras los animales
han sido expuestos a dichos estreses. No obstante, el tratamiento con DEM causa la
acumulacion de HLH-30::GFP en el nucleo al cabo de una hora, pero regresa al
citosol a las tres horas tras la exposicién a DEM (Figura 3.38). Este comportamiento
es independiente de la C284, sugiriendo que el desbalance redox provocado por el

DEM, no afecta directamente a HLH-30, sino a otro nivel.

En su conjunto, todos estos datos nos permiten descartar la hipétesis inicial de que
fuese la pérdida de regulacion redox de la Unica cisteina presente en HLH-30 la
responsable de una autofagia menos eficiente en los animales gsr-1(m+,z-). De
hecho, el ambiente oxidante celular créonico provocado por la mutacién gsr-1 deberia
incrementar la oxidacion de HLH-30 y, por tanto, su oligomerizaciéon y consecuente
estabilizacion. Sin embargo, es la translocacién nuclear de este factor de
transcripcion la que esta impedida en los animales gsr-1(m+,z-) ante la induccion por
ayuno, por lo que, aunque la oxidacion de HLH-30 conlleve una mayor estabilizacién,
no supondria una mayor proteccion frente a estrés si esta impedida su entrada en el

nucleo.
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Los datos generados en este trabajo apuntan a que la induccién de la autofagia via
LET-363/TOR en los animales gsr-1(m+,z-) es deficiente y seria, en parte,
responsable del empeoramiento de los fenotipos de agregacion en todos los modelos
ensayados. En mamiferos, la regulacion de la autofagia en respuesta a la privacion
de nutrientes se encuentra regulada principalmente por el complejo TORCH,
compuesto por la quinasa mTOR y la proteina Raptor (Regulatory Associated Protein
of mTOR) (Hara et al, 2002). La inactivacion de TORC1 defosforila a los factores de
transcripcion TFEB y TFES, los cuales se disocian de las proteinas 14-3-3 y se
acumulan en el nacleo, promoviendo la induccion de la autofagia (Martina et al, 2016).
A su vez, TORC1 se encuentra regulada por diferentes proteinas, como las GTPasas
RAGA-1y RAGC-1, que activan TORC1 cuando existe disponibilidad de aminoacidos
(Jewell et al, 2013), o la quinasa AMPK (AMP-activated kinase) que regula
negativamente TORC1 en respuesta al ratio energético de AMP:ATP (Gwinn et al,
2008).

Recientemente, un estudio sobre el cisteinoma de C. elegans ha mostrado que
muchos de los homologos de estas proteinas de mamifero presentan cisteinas
sensibles a regulacion redox (Meng et al, 2021). De hecho, se ha sugerido que las
proteinas 14-3-3 de mamiferos son reguladas via redox a través de la selenoproteina
W, que utiliza GSH para su reciclaje (Musiani et al, 2011; Jeon et al, 2016). Por lo
tanto, seria interesante estudiar si la falta de GSH debida a la mutacién gsr-1 podria
estar afectando a la funcién de cualquiera de las proteinas mencionadas

anteriormente y que intervienen en la regulacion de la localizaciéon subcelular de
TFEB/HLH-30.

4.5. Implicacion del GSH en neurodegeneracion.

El GSH es considerado como el principal antioxidante celular, con una especial
funcién protectora frente a cualquier dafio causado por la exposicion a EROs,
especialmente en el cerebro (Moustapha, 2020). Debido a su actividad, el cerebro
consume gran cantidad de oxigeno, lo que convierte a este 6rgano en uno de los
principales productores de EROs (Wang & Michaelis, 2010). Parte de este oxigeno
consumido es convertido en superéxido, particularmente reactivo. Su detoxificaciéon
es llevada a cabo por la superoxido dismutasa (SOD), que lo convierte en peroxido

de hidrégeno (Hz20:2), el cual es detoxificado por catalasas o glutation peroxidasas
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(GPxs), que lo convierten en agua y oxigeno molecular. Debido a que las catalasas
se encuentran principalmente en peroxisomas y no estadn presentes en las
mitocondrias de todos los tejidos, la detoxificacion del H202 depende
predominantemente de las GPxs, las cuales utilizan GSH como cofactor (Przedborski
et al, 1996; Perrin et al, 1990; Bains & Shaw, 1997).

El estrés oxidativo puede inducir muerte neuronal, siendo el factor comun en una
amplia variedad de enfermedades neuroldgicas crénicas (Bains & Shaw, 1997).
Tanto el GSH como aquellas enzimas cuya actividad depende del GSH, son
considerados determinantes claves de la proteccidon antioxidante frente a la
neurodegeneracion. La desregulaciéon de estos antioxidantes basados en GSH, de
alguna manera contribuyen a la iniciacion y progresion de las enfermedades
neurodegenerativas (Johnson et al, 2012). En esta direccion han ido encaminados
varios estudios, en los que se ha detectado un menor contenido de GSH en eritrocitos
de pacientes de Alzheimer (Cristalli et al, 2012) y esclerosis lateral amiotrofica (Babu
et al, 2008), un descenso en los niveles de GSH en plasma en enfermos de
Huntington (Klepac et al, 2007) y en la sustancia nigra de pacientes de Parkinson
(Riederer et al, 1989; Sofic et al, 1992).

En este trabajo hemos relacionado la desregulacion de homeostasis redox debida a
la falta de disponibilidad de GSH, no sélo con un incremento en el estrés oxidativo,
sino también con la pérdida de la proteostasis celular. A su vez, nuestros resultados
muestran que el incremento de la agregacion es debido a un posible aumento de la
concentracion de proteinas oxidadas, asi como a la deficiencia en la degradacién de
dichos agregados via autofagia. Todo ello, aporta mayor significancia al papel del

GSH como protector frente al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.

Es importante tener en cuenta que las proteinas no son las Unicas macromoléculas
susceptibles de dafio oxidativo, sino que también los lipidos pueden sufrir
modificaciones oxidativas perjudiciales. Las membranas celulares de las células del
cerebro son ricas en acidos grasos poliinsaturados, los cuales son susceptibles de
peroxidacion lipidica por EROs. Los lipidos son protegidos del dafio oxidativo por la
vitamina E, que bloquea los EROs quedando en una forma oxidada, cuyo reciclaje a

la forma reducida es llevado a cabo por el GSH (Packer et al, 2001). Por otro lado, si
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ocurre la peroxidacion lipidica, esta puede ser revetida por las GPxs, en concreto la
GPx4, evitando asi el dafio en las membranas celulares (Brigelius-Flohé & Maiorino,
2013). La acumulacion de lipidos peroxidados induce un mecanismo de muerte
celular, dependiente de hierro, distinto a la apoptosis o necrosis denominado
ferroptosis (Proneth & Conrad, 2019). En condiciones fisiolégicas, la GPx4 impide
que se desencadene la ferroptosis debido su accién reductora de los lipidos oxidados.
Se ha sugerido que la deplecién de GSH mediante DEM podria estar induciendo la
ferroptosis en C. elegans (Jenkins et al, 2019). En nuestros ensayos con este
compuesto, este mecanismo de ferroptosis podria ser el responsable del arresto
larvario que sufren los nematodos que expresan proteinas con tendencia a la
agregacion, en especial, aquellos que las expresan en células musculares
(Q40::YFP, Ap y UNC-52). Dado que el arresto larvario en presencia de DEM es
dependiente de la expresion de estas proteinas, podria existir una conexion entre la
ferroptosis y la agregacion de proteinas en modelos de neurodegeneracion que seria
interesante estudiar ya que no hay referencias a esta conexion en la literatura

cientifica.
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ElI ARN de interferencia de gsr-1 provoca un aumento de la paralisis en el modelo
de C. elegans que expresa el péptido B-amiloide y un aumento de la agregacion
en los modelos que expresan las proteinas a-sinucleina::YFP y Q40::YFP en
células musculares. No obstante, solo se ha evidenciado un efecto deletéreo en

el desarrollo en el modelo que expresa la proteina Q40::YFP.

La inhibicién farmacolégica de la sintesis, reduccion o disponibilidad de glutation
reducido afecta negativamente al desarrollo de los animales que expresan la
proteina Q40::YFP en células musculares, siendo el efecto del dietil maleato el

mas nocivo provocando un arresto completo en los estadios larvarios L1-L2.

La mutacion gsr-1 potencia los fenotipos asociados a la agregacion de proteinas
en los modelos de C. elegans que expresan las proteinas exogenas B-amiloide,
a-sinucleina::YFP y Q40::YFP. Este efecto es independiente del tejido o tipo

celular donde se expresan estas proteinas.

La mutacién gsr-1 también potencia los fenotipos asociados a la agregacion de
proteinas metastables endégenas de C. elegans, aumentando la paralisis de los

mutantes unc-52(e669su250) y el arresto embrionario de mutantes let-60(ga89).

Las células musculares parecen ser mas sensibles que las neuronas a los
efectos deletéreos de la ausencia de GSR-1 en los modelos de agregacion. Esto
queda ilustrado por el efecto del tratamiento con dietil maleato, el cual causa un
completo arresto larvario en tres de los modelos de agregacion en musculo: AB,
Q40::YFP y UNC-52.

La mutacioén gsr-1 provoca estrés oxidativo cronico en C. elegans, pero no afecta
a la induccioén de la respuesta protectora de los mutantes frente a este estrés.
De forma similar, existe una mayor induccion de la UPR mitocondrial en
mutantes gsr-1 en condiciones basales, aunque la respuesta de estos mutantes
a tratamientos que provocan un estrés proteotoxico mitocondrial no esta

comprometida.

139



Conclusiones

7.

10.
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La falta de GSR-1 no afecta a la respuesta de C. elegans a estrés citoplasmico
o de reticulo endoplasmico, a la induccion de la protedlisis mediada por el

proteasoma ni a la mitofagia.

La mutacion gsr-1 impide la translocacion nuclear del factor de transcripcion

HLH-30 en condiciones de ayuno pero no ante un estrés por choque térmico.

El bloqueo de la autofagia mediante la mutacién atg-3(bp412) reproduce, de
modo similar a la mutacién gsr-1, los fenotipos asociados a la agregacion en los
modelos de C. elegans que expresan el péptido B-amiloide y las proteinas a-
sinucleina::YFP, Q40::YFP y UNC-52.

El incremento adicional de la cantidad de proteinas destinadas a ser degradadas
via autofagia en mutantes gsr-1 provoca un fuerte aumento de los fenotipos
deletéreos en los modelos de agregacion, indicando que la falta de GSR-1

potencia el efecto de supersaturacion de estas proteinas.

El flujo autofagico esta disminuido en mutantes gsr-1 de forma que en estos
animales hay un mayor nimero de autofagosomas mientras que el nimero de

autolisosomas esta disminuido.

El factor de transcripciéon HLH-30 posee una Unica cisteina en posicion 284. Esta
cisteina no es esencial para la translocaciéon nuclear de dicho factor en
condiciones de estrés, pero si lo es para la resistencia de C. elegans a la
infeccion por Staphylococcus aureus asi como para el desarrollo de los mutantes

eat-2 y para la entrada y salida del estadio de dauer en mutantes daf-2.
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6.1. Estirpes.

6.1.1. Estirpes de Caenorhabditis elegans.

Estirpe Genotipo Origen/construccion
Estirpes basicas
N2 Wild type, DR subclone of CB original (Tc1 caGcee
pattern 1)
JK2533 | eT1 (lll, V)/qC1 [dpy-19(e1259) glp-1(q339)
qls26 [Plag-2::gfo; rol-6(su1006)]] Il Blelloch et al. (1999)
VZ64 gsr-1(tm3574)/qC1::gfp Il Mora-Lorca et al. (2016)
MT20108 | dpy-17(e164) unc-32(e189)/qC1 [dpy- caee
19(e1259) glp-1(q339) nis281 [Pmyo-2::rfp]] Il
VZ454 gsr-1(tm3574)/qC1::rfp Ill Mora-Lorca et al. (2016)
8 CGC: Caenorhaditis Genetics Center.
Estirpes que sobreexpresan proteinas con
repeticiones del aminoacido glutamina
(poliQ)
AM140 | rmis132 [Punc-54::Q35::yfp] | Morley et al. (2002)
VZ324 rmls132 [Punc-54::Q35::yfp] I; gsr- Este estudio, AM140 x
1(tm3574)/qC1::gfp Il \VZ64
AM141 rmls133 [Punc-54::Q40::yfp] X Morley et al. (2002)
VZ325 gsr-1(tm3574)/qC1::gfp lll; rmls133 [Punc- Este estudio, AM141 x
54::Q40::yfp] X \VZ64
AM519 | rmIs237 [Prgef-1::AT3v1-1::Q75::yfp] Teixeira-Castro et al.
(2011)
VZ369 gsr-1(tm3574)/qC1::gfp lll; rmis237 [Prgef- Este estudio, AM519 x
1::AT3v1-1::Q75::yfp] \VZ64
AM685 | rmls263 [Prgef-1::AT3v1-1::Q130::yfp] Teixeira-Castro et al.

(2011)
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gsr-1(tm3574)/qC1::gfp Ill; rmis263 [Prgef-

Este estudio, AM685 x

VZ310 . AT3v1-1::Q130:yfo] VZ64
igls245 [Pmec-3::htt57-19Q::cfp; lin-15(+); Parker et al. (2001)

ID245 -
Pmec-7::yfp]

VZ398 gsr-1(tm3574)/qC1::gfp Ill; igls245 [Pmec- Este estudio, 1D245 x
3::htt57-19Q::cfp; lin-15(+); Pmec-7::yfp] VZ64

D1 igls1[Pmec-3::htt57-128Q::cfp; lin-15(+); Pmec- | Parker et al. (2001)
7::yfo]

VZ399 gsr-1(tm3574)/qC1::gfp lll; igls1[Pmec-3::htt57- | Este estudio, ID1 x VZ64
128Q::cfp; lin-15(+); Pmec-7::yfp]

0G412 | dris20 [Pvha-6::Q44::yfp; rol-6(su1006); Moronetti Mazzeo et al.
pBlueScript 11] (2012)

VZ555 gsr-1(tm3574)/qC1::rfp llI; drls20 [Pvha- Este estudio, 0G412 x
6::Q44.::yfp; rol-6(su1006); pBlueScript 1] \VVZ454

Estirpes que sobreexpresan el péptido AS

CL2006 |dvis2 [Punc-54::human Ap; rol-6(su1006)] I Link (1995)

VZ543 dvis2 [Punc-54::human Ap;: rol-6(su1006)] II; Este estudio, CL2006 x
gsr-1(tm3574)/qC1::rfp Ill VZ454

CL2099 |dviIs22 [rol-6(su1006)] Link (1995)

CL2120 | dvis14 [Punc-54::human AB: Pmtl-2::gfp] Fay et al. (1998)

VZ654 gsr-1(tm3574)/qC1::rfp lll; dvis14 [Punc- Este estudio, CL2120 x
54::human Ap; Pmtl-2::gfp] VZ454

GRU101 | gnals1 [Pmyo-2::yfo] Fong et al. (2016)

VZ712 gsr-1(tm3574)/qC1::rfp llI; gnals1 [Pmyo-2::yfp] | Este estudio, GRU101 x

VZ454
GRU102 | gnals2 [Punc-119::human AB; Pmyo-2::yfp] Fong et al. (2016)
VZ716 gsr-1(tm3574)/qC1::rfp IlI; gnals2 [Punc- Este estudio, GRU102 x

119::human Ap; Pmyo-2::yfp]

VZ454
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Estirpes que sobreexpresan a-sinucleina

AM134 | unc-119(ed3) Ill; rmls126 [Punc-54::yfp; unc- Morley et al. (2002)
119(+)]
V2621 gsr-1(tm3574)/qC1::gfp Ill; rmils126 [Punc- Este estudio, AM134 x
54::yfp; unc-119(+)] VZ64
NL5901 | unc-119(ed3) Ill; pkls2386 [Punc-54::c- van Ham et al. (2008)
synuclein::yfp; unc-119(+)] IV
VZ323 gsr-1(tm3574)/qC1::gfp Ill; pkls2386 [Punc-54:: | Este estudio, NL5901 x
a-synuclein::yfp; unc-119(+)] IV VZ64
UA44 baln11 [Pdat-1:: a-synuclein; Pdat-1::gfp] Cooper et al. (2006)
\VZ487 gsr-1(tm3574)/qC1::gfp lll; baln11 [Pdat-1:: - | Este estudio, UA44 x
synuclein; Pdat-1::gfp] VZ64
BY250 vtls7 [Pdat-1::gfp] Nass et al. (2002)
Estirpes que expresan proteinas
metaestables
HE250 unc-52(e669su250) I Mackenzie et al. (1978)
VZ561 unc-52(e669su250) II; gsr-1(tm3574)/qC1::rfp | Este estudio, HE250 x
i1 \VZ454
SD551 let-60(ga89) IV Eisenmann et al. (1997)
Esta estirpe fue creada
) . . af pero no mantenida
gsr-1(tm3574)/qC1::rfp llI; let-60(ga89) IV debido a una letalidad
embrionaria del 100%
VZ611 gsr-1(tm3574)/qC1::gfp I, let-60(ga89) IV Este estudio, SD551 x
VZ64
Estirpes reporteras de proteostasis
TJ356 zIs356 [Pdaf-16::daf-16::gfp; rol-6 (su1006)] IV | Henderson et al. (2001)
VZ451 gsr-1(tm3574)/qC1::rfp llI; zIs356 [Pdaf-16::daf- | Este estudio, TJ356 x

16::gfp; rol-6 (su1006)] IV

VZ454
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CF1553

VZ597

SJ4005

VZ496

0G497

VZ590

AM446

VZ588

PP563

VZ624

FX0376

VZ680

VZ681

VZ678

VZ671

VZ679

MAH240

muls84 [Psod-3::gfp; rol-6(su1006)]

gsr-1(tm3574)/qC1::rfp lll; muls84 [Psod-3::gfp;
rol-6(su1006)]

zcls4 [Phsp-4::gfp] V

gsr-1(tm3574)/qC1::rfp lll; zcls4 [Phsp-4::gfp] V

drSi13 [Phsf-1::hsf-1::gfp::unc-54 3-UTR; Cbr
unc-119 (+)] Il; unc-119 (ed9) 1l

drSi13 [Phsf-1::hsf-1::gfp::unc-54 3-UTR; Cbr
unc-119 (+)] Il; gsr-1(tm3574)/qC1::rfp lll
rmls223 [Phsp-70::gfp; rol-6(su1006)]

gsr-1(tm3574)/qC1::rfp lll; rmIs223 [Phsp-
70::gfp; rol-6(su1006)]

unc-119 (ed4) hhis64 [(Psur-5::UbG76V::gfp);
unc-119(+)] Il

gsr-1(tm3574) hhls64 [(Psur-
5::UbG76V::gfp)/qC1::rfp 1l

dct-1(tm376) X

dvis2 [Punc-54::human Ap;: rol-6(su1006)] II;
dct-1(tm376) X

dvis2 [Punc-54::human Ap;: rol-6(su1006)] II;
gsr-1(tm3574)/qC1::rfp lll; dct-1(tm376) X

unc-52(e669su250) II; dct-1(tm376) X
gsr-1(tm3574)/qC1::rfp lll; dct-1(tm376) X
unc-52(e669su250) II; gsr-1(tm3574)/qC1::rfp

1II; dct-1(tm376) X

sqls17 [Phih-30::hih-30::gfp; rol-6(su1006)]

Libina et al. (2003)
Este estudio, CF1553 x
\/Z454

Calfon et al. (2002)
Este estudio, SJ4005 x
\/Z454

Morton et al. (2013)

Este estudio, OG497 x
\/Z454

Morley et al. (2004)

Este estudio, AM446 x
VVZ454

Segref et al. (2011)

Este estudio, PP563 x
VVZ454

NBRP®

Este estudio, CL2006 x
FX0376

Este estudio, VZ543 x
FX0376

Este estudio, HE250 x
FX0376

Este estudio, VZ454 x
FX0376

Este estudio, HE250 x
VZ671

Lapierre et al. (2013)
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VZ706 gsr-1(tm3574)/qC1::rfp lll; sqls17 [Phlh-30::hih- | Este estudio, MAH240 x
30::gfp; rol-6(su1006)] VZ454
Estirpes para el estudio de la autofagia
HZ589 bpls151 [Psqst-1::sqst-1::gfp; unc-76(+)) IV; Tian et al. (2010)
him-5(e1490) V
VZ575 gsr-1(tm3574)/qC1::rfp IlI; bpls151[Psqst- Este estudio, HZ589 x
1::sqst-1::gfp; unc-76(+)) IV VZ454
HZ1684 |atg-3(bp412) IV; him-5(e1490) V Tian et al. (2010)
VZ814 atg-3(bp412) IV Este estudio, HZ1684 x
N2
VZ767 gsr-1(tm3574)/qC1::rfp llI; atg-3(bp412) IV Este estudio, HZ1684 x
VZ454
VZ765 unc-52(e669su250) II; atg-3(bp412) IV Este estudio, HE250 x
HZ1684
VZ768 unc-52(e669su250) II; gsr-1(tm3574)/qC1::rfp | Este estudio, VZ765 x
Ill; atg-3(bp412) IV VZ767
VZ703 unc-52(e669su250) II; bpls151[Psqst-1::sqst- Este estudio, HE250 x
1::9fp; unc-76(+)) IV HZ589
VZ718 unc-52(e669su250) II; gsr-1(tm3574)/qC1::rfp | Este estudio, VZ575 x
Ill; bpls151[Psqst-1::sqst-1::gfp; unc-76(+)) IV | VZ703
MAH215 |sqls11 [Plgg-1::mCherry::gfp::lgg-1; rol- Chang et al. (2017)
6(su1006)]
VZ847 gsr-1(tm3574)/qC1::rfp llI; sqls11 [Plgg- Este estudio, MAH215 x
1::mCherry::gfp::lgg-1; rol-6(su1006)] VZ454
VZ848 unc-52(e669su250) Il; sqls11 [Plgg- Este estudio, MAH215 x
1::mCherry::gfp::lgg-1; rol-6(su1006)] HE250
VZ849 unc-52(e669su250) II; gsr-1(tm3574)/qC1::rfp | Este estudio VZ847 x
1ll; sqls11 [Plgg-1::mCherry::gfp::lgg-1; rol- VZ848
6(su1006)]
VZ771 dvis2 [Punc-54::human Ap;: rol-6(su1006)] II; Este estudio, HZ1684 x

atg-3(bp412) IV

CL2006
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UA49 baln12 [Punc-54:: a-synuclein::gfp; rol- I
6(su1006)] Hamamichi et al. (2008)
atg-3(bp412) IV; baln12 [Punc-54::a- Este estudio, HZ1684 x
VZ776 synuclein::gfp; rol-6(su1006)] UA49
VZ769 atg-3(bp412) 1V; rmls133 [Punc-54::Q40::yfp] X | Este estudio, AM141 x
HZ1684
VZ800 gsr-1(tm3574)/qC1::rfp Ill; atg-3(bp412) 1V; Este estudio, VZ767 x
rmls133 [Punc-54::Q40::yfp] X VZ769
Estirpes para el estudio de HLH-30
Este estudio, edicién con
VZ892 hlh-30(syb1452 [hlh-30::3xFLAG::egfp] IV CRISPR-Cas9 en N2,
retrocruzada 2x con N2
Este estudio, edicién con
\VZ906 hlh-30(syb1731 [hih- CRISPR-Cas9 en N2,
30(Cys284Ala)::3xFLAG::egfp] IV retrocruzada 2x con N2
VT1584 | hlh-30(tm1978) IV Grove et al. (2009)
Este estudio, edicién con
VZ902 hlh-30(syb1623 [Cys284Ala]) IV CRISPR-Cas9 en N2,
retrocruzada 2x con N2
eat-2(ad1116) Il Sanzo-Machuca et al.
OE4353 (2019)
VZ904 eat-2(ad1116) II; hih-30(syb1452 [hih- Este estudio, OE4353 x
30::3xFLAG::egfp]) IV VZ892
VZ915 eat-2(ad1116) II; hih-30(syb1731 [hih- Este estudio, OE4353 x
30(Cys284Ala)::3xFLAG::egfp]) IV VZ906
. Este estudio, OE4353 x
VZ907 eat-2(ad1116) II; hih-30(tm1978) IV VT1584
VZ917 | eat-2(ad1116) II; hih-30(syb1623 [Cys284Ala]) | ESte estudio, OE4353 x
v VZ902
CB1370 |daf-2(e1370) Il aCGC
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VZ911

VZ931

VZ910

VZ923

daf-2(e1370) IlI; hih-30(syb1452 [hlh-
30::3xFLAG::egfp] IV

daf-2(e1370) IlI; hih-30(syb1731 [hih-
30(Cys284Ala)::3xFLAG::egfp]) IV
daf-2(e1370) llI; hih-30(tm1978) IV

daf-2(e1370) Ill: hih-30(syb1623 [Cys284Ala])
v

Este estudio, CB1370 x
\VZ892

Este estudio, CB1370 x
VZ906

Este estudio, CB1370 x
\VVT1584

Este estudio, CB1370 x
\VVZ902

6.1.2. Estirpes de Escherichia coli.

OP50

HT115

Auxotrofo a uracilo

F-, mcrA, merB, IN(rrnD-rrmE)1, rnc14::Tn10
(DE lysogen: lacUV5 promoter-T7 polymerase)

Brenner (1974)

Sijen et al. (2001)

6.1.3. Estirpes de Staphylococcus aureus.

ATCC29213 | B-lactamasa positivo, mecA negativo

NCTC 8325

NCTC 12973

Suzuki et al. (2009)
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6.2. Medios de cultivo, tampones y soluciones.

6.2.1. Mantenimiento de C. elegans.

Medio/Tampén

Composicion

Uso

Placas de NGM
(Nematode Growth
Medium)

Placas de NGM
para ARNi

Tampén M9

Solucién de
congelacion

Solucién de
descontaminacion 1

Solucién de
descontaminacion 2

Solucién de lisado

3g/L NaCl

2,5g/L peptone

17g/L agar

5g/L cholesterol

1mM MgSO4

1mM CaCl

0,025M tampén fosfato

A la receta anterior se le anade:
25ug/mL carbenicilina
TmM IPTG

3g/L KH2PO4
6g/L NazHPO4
5g/L NaCl
1mM MgSO4

5,85g/L NaCl
1g/L K2HPO4
6g/L KH2PO4
15% glicerol

5mL H20
2mL NaOH (5M)
3mL lejia comercial

7mL H20
1mL NaOH (5M)
2mL lejia comercial

10mM Tris/HCI 1M pH 8,3
50mM KCI 1M

2,5mM MgCI2 1M

0,45% NP-40 10%

0,45% Tween-20 10%
0,01% Gelatina 1%

Mantenimiento de C.
elegans en medio
solido

Ensayos de ARN
interferencia

Lavados de C. elegans

Congelacion de stocks
de C. elegans

Eliminacion de
contaminacion

Eliminacion de
contaminacion

Obtencion de ADN
gendémico de C.
elegans
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6.2.2. Medios de cultivo para E. coli.

Medio/Tampén

Composicion

Luria-Bertani (LB)

5g/L NaCl
5g/L extracto de levadura
10g/L Triptona

Para medio sélido se afade 20g/L agar

6.2.3. Medios de cultivo para S. aureus.

Medio/Tampén

Composicion

Luria-Bertani (LB)

Tryptic Soy Broth (TSB)

Tryptic Soy Agar (TSA)

5g/L NaCl
5g/L extracto de levadura
10g/L Triptona

Para medio sélido se afade 20g/L agar

30g/L TSB (Digerido pancreatico de caseina 17g/L,
digerido papaico de soja 3g/L, dextrosa 2,5g/L, NaCl
5g/L, K2HPO4 2,5g/L)

40g/L TSA (Digerido pancreatico de caseina 15g/L,
digerido papaico de soja 5g/L, NaCl 5g/L, Agar 15g/L)
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6.3. Crecimiento y mantenimiento de organismos.

6.3.1. Estirpes bacterianas.

6.3.1.1. Cultivo de E. coli.
Las estirpes de E. coli OP50 y HT115 utilizadas fueron crecidas en medio LB. En
medio liquido, las bacterias se crecieron en agitacion (180 r.p.m.) a 37°C durante toda
la noche. En medio sélido se crecieron a 37°C durante 24 horas.

La conservacion de las bacterias por largos periodos de tiempo se realizé tras un

cultivo en liquido, anadiendo posteriormente glicerol al 15% y manteniéndolo a -80°C.

6.3.1.2. Cultivo de Staphylococcus aureus.
S. aureus ATCC29213 ha sido cultivada en medio sdlido LB agar a 37°C durante 24
horas. En medio liquido fueron crecidas en agitacion (180 r.p.m.) a 37°C durante toda

la noche.

S. aureus NCTCB8325 fue cultivada en medio sdélido TSA (tryptic soy agar)
suplementado con 10 pg/mL de acido nalidixico (Nal) como antibiético e incubada a
37°C durante toda la noche. En medio liquido fue crecida a 37°C y 180 r.p.m. durante

toda la noche en medio TBS (tryptic soy broth), suplementado con 10 ug/mL de Nal.

6.3.2. C. elegans.
6.3.2.1. Crecimiento de C. elegans.
Los nematodos fueron crecidos en placas de NGM (nematode growth medium)
sembradas previamente con un césped bacteriano de E. coli OP50 e incubadas
durante 24 horas a 37°C (Brenner, 1974). La temperatura de crecimiento fue de 16°C
0 20°C.

6.3.2.2. Conservacion de estirpes.
C. elegans puede ser conservado durante largos periodos de tiempo a -80°C, siendo
el estadio de L1 es el que sobrevive mas eficientemente a la congelacion. Para
obtener una mayor eficiencia, la congelacion parte de placas saturadas de animales
donde el alimento ha sido consumido y las larvas L1 han quedado arrestadas. Los

nematodos fueron recogidos con la solucion de congelacion y transferidos a varios
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criotubos donde fueron congelados a -80°C de forma gradual, utilizando para ello un
bloque de poliestireno expandido. Al dia siguiente, uno de los criotubos fue
descongelado para comprobar la eficiencia de la congelaciéon y el resto de los
criotubos fueron guardados en las correspondientes cajas de stock, donde se

mantuvieron a -80°C hasta su utilizacion.

La descongelacion se realizé a temperatura ambiente, colocando los criotubos en
posicion vertical en un bafio de agua a temperatura ambiente. Una vez descongelado,
los nematodos precipitaron al fondo del criotubo, se descarté parte del sobrenadante

y el resto se vertié sobre una placa de NGM.

6.3.2.3. Limpieza de contaminacion
C. elegans puede ser tratado con una soluciéon de hipoclorito e hidroxido de sodio
llamada soluciéon de descontaminacién, con la que se elimina cualquier tipo de
contaminacion (bacterias u hongos) y degrada a los nematodos en cualquier estadio
larvario, excepto los embriones, los cuales son resistentes gracias a la proteccién de
su cubierta y seran los unicos que sobrevivan al tratamiento. La descontaminacion
de placas se realizé disponiendo una gota de unos 30 uL de solucién de
descontaminacion 1 fuera del césped de bacteria de una placa nueva y esta gota se
le anadieron alrededor de 10 hermafroditas gravidas. De esta forma, la contaminacion
queda eliminada y los huevos de las hermafroditas eclosionan en una nueva placa

limpia.

Otra forma de limpiar a los animales de la contaminacion y obtener gran nimero de
nematodos fue mediante bleaching en liquido en lugar de afiadiendo la solucion a la
placa de NGM. Para este proceso, se utilizé la solucién de descontaminacion 2 que
contiene menor concentracion de hipoclorito e hidroxido de sodio. Se partié de una o
varias placas saturada de hermafroditas gravidas y embriones, los cuales fueron
recogidos con agua milliQ y transferidas a tubos de polipropileno de 15 mL. Tras
centrifugar durante 1 minuto a 2000 r.p.m., el sobrenadante fue eliminado y se
anadieron 2 mL de soluciéon de bleaching. La mezcla fue agitada vigorosamente
durante alrededor de 5 minutos, vigilando a través de la lupa el momento en el que
todas las hermafroditas fueron degradadas. Posteriormente, se centrifugd la muestra

y, tras la eliminacién del sobrenadante, se afiadieron 14 mL de M9. Para eliminar
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cualquier resto de solucidn de bleaching, se realizaron 3 lavados con M9 antes de

finalizar.

6.3.2.4. Sincronizacién de animales.
Para obtener una poblacion sincronizada de animales, alrededor de 20 hermafroditas
gravidas fueron pasadas a placas nuevas de NGM durante 2-3 horas. Tras este
tiempo, las hermafroditas fueron eliminadas quedando en la placa solamente los
embriones, los cuales fueron incubados a la temperatura deseada.

6.3.2.5. Extraccion de ADN genémico de C. elegans.
Para la extraccién de ADN gendmico, se parti6 de 15 uL de la solucion de lisis
suplementada con el 1% de proteinasa K (Sigma P6556, 20 mg/mL) en un vial de
PCR. A esta solucion se afiadieron 15 hermafrotitas gravidos y se incubd a -80°C
durante al menos 45 minutos, lo que favorece la rotura de los animales.
Posteriormente, la muestra se incubd a 65°C durante una hora, permitiendo que la
proteinasa K lisase los animales y el ADN gendmico se liberase. Finalmente, la

proteinasa K fue inactivada a 95°C durante 15 minutos.

Este protocolo permitié obtener el ADN genémico de los animales, el cual pudo ser
utilizado como molde para el genotipado por PCR.

6.4. Inhibicion de la ruta del glutation.

Para la preparacion de placas con inhibidores de la sintesis, reduccién o
disponibilidad de GSH, se parti6 de soluciones stock de BSO (Sigma B2515, 200 mM
en H20), BCNU (Sigma C0400, 20 mg/ml EtOH) y DEM (Sigma D97703, diluido en
un volumen final de 0,5% de DMSO en placa). Volumenes apropiados de las
soluciones se anadieron al medio NGM una vez autoclavado y antes de que fuera
repartido en las placas. Las placas fueron secadas en la campana de flujo laminar
durante 30 minutos antes de sembrar el césped de E. coli. Finalmente, las placas
fueron incubadas a 37°C durante 24 horas y usadas en ese momento para minimizar

la degradacién de los compuestos con el tiempo.

Para determinar el efecto en el desarrollo de la inhibicién de la ruta del glutation

mediante estos tres compuestos en animales Q35::YFP y Q40::YFP, se partié de una
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puesta sincronizada y los embriones fueron contados e incubados durante 4 dias a
20°C. Transcurrido este tiempo, se contaron el nimero de animales que habian

alcanzado cada uno de los estadios de desarrollo.

Debido a que los ensayos con DEM mostraron un mayor efecto en el desarrollo de
los animales Q40::YFP, para el resto de estirpes empleadas en el este trabajo, sélo
se utilizo el DEM para evaluar el efecto de la inhibicién quimica del GSH sobre el
desarrollo. Para ello se procedié de la misma forma, partiendo de una puesta
sincronizada de huevos, se contaron los huevos por placa y se incubaron a las
temperaturas de 16 o 20°C durante 3 o 5 dias en funcién de la estirpe, para finalmente

cuantificar los estadios que alcanzaron los animales.

6.5. Ensayos de ARN de interferencia.

Los genes de interés para realizar ARNi (genes completos, incompletos pero
conteniendo exones o ADNc) han sido clonados en el plasmido PL4440, que contiene
dos promotores para la polimerasa de ARN del fago T7 flanqueando a la zona de
insercion. El plasmido ha sido transformado en la cepa de E. coliHT115, |la cual posee
una ARN polimerasa T7 inducible por IPTG (isopropil-p-D-1-tiogalactopiranoésido) y
mutante para la enzima ARNasa lll, lo que aumenta la estabilidad de cualquier ARN.
La induccion de la ARN polimerasa T7 por IPTG en la cepa HT115 sintetiza una doble
cadena de ARN especifica al gen que se pretende interferir, clonado entre ambos
promotores. Cuando C. elegans es alimentado con en placas que inducen el ARN de

doble cadena, se silencia la expresién del gen en cuestion.

Los clones de E. coliHT115 fueron crecidos a 37°C en LB con 50ug/mL de ampicilina
en agitacion durante toda la noche. El cultivo fue sembrado en placas de NGM con
IPTG e incubadas a 37°C durante 24 horas. Como control negativo se utilizaron
placas con bacterias que contienen el vector PL4440 vacio y como control positivo
bacterias con el plasmido PL4440 con ARN del gen dpy-11, que produce un fenotipo

de animales mas pequefios y anchos denominados dumpy (rechoncho).

Los animales fueron transferidos desde placas con OP50 a las placas con HT115
colocando una gota de solucion de descontaminacion 1 y afadiendo animales

gravidos, con los que se consigue evitar el paso de bacteria OP50 a las placas de
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ensayo de ARNi. La cuantificacion de fenotipos se realizé con animales crecidos

durante dos o tres generaciones en ARNi.

6.6. Microscopia.

La observacion al microscopio se realizd6 colocando a los animales sobre un
portaobjeto con una gota de agarosa. Para la preparacion de este soporte, agarosa
al 3% disuelta en agua destilada se fundié y una gota se deposité sobre un
portaobjetos para después ser cubierta con otro portaobjetos y asi conseguir una fina
capa. Posteriormente, se quitd el portaobjetos superior y se dejé secar la gota de

agarosa durante 24 horas a temperatura ambiente antes de su uso.

Los animales fueron paralizados con levamisol 10mM (Sigma L9756) de forma
general, excepto en los ensayos de evaluacidon de la localizacién subcelular de
reporteros, en los que el levamisol induce la tanslocacién nuclear de algunos de estos
reporteros, por lo que en estos ensayos se utilizé azida sédica al 1% como
paralizante. Una gota del agente paralizante se colocé sobre la agarosa del
portaobjetos y en ella se afiadieron los animales. Mediante una pestafia fijada a un
palillo de dientes, la gota se extendio y los animales fueron alineados. Una vez la gota
de estuvo casi seca, se coloco el cubreobjetos sobre la muestra y se afiadié M9 por

un lateral para que difundiera por capilaridad e hidratase la muestra.

Los estudios de expresion, tamafio, localizacion subcelular y cuantificacion de
agregacion se realizaron en un microscopio de fluorescencia Olympus BX61
equipado con una camara digital DP72. La adquisicion y analisis de imagenes fueron

realizados con el programa CellSens.

La cuantificacion de los focos mCherry::GFP::LGG-1 se realizd en un microscopio
confocal Nikon A1R.

6.7. Cuantificacion de los fenotipos en estirpes poliQ.

6.7.1. Cuantificacion de agregados poliQ::YFP.
Los transgenes rmis132 [Punc-54::Q35::yfp] y rmis133 [Punc-54::Q40::yfp] expresan
proteinas poliQ::YFP con 35 y 40 repeticiones de glutamina respectivamente, en

células musculares, las cuales agregan de forma progresiva dependiente de la edad.
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La cuantificacion de la agregacion de poliQ::YFP en estas estirpes se realizé en todo
el animal completo a partir del estadio L4, que el caso de estos modelos, se alcanza
a dia 3 tras una puesta sincronizada crecida a 20°C. Para ello, los animales fueron

observados al microscopio de fluorescencia a 40x.

Los animales que expresan los transgenes rmls237 [Prgef-1::AT3v1-1::Q75::yfp] y
rmls263 [Prgef-1::AT3v1-1::Q130::yfp] presentan agregacion de proteinas
ATXN3::poliQ::YFP en neuronas. La cuantificacion de estos agregados se realizé en
un segmento del corddn nervioso ventral, desde la vulva hasta el segundo bulbo de
la faringe en animales sincronizados y crecidos a 20°C. La cuantificacién de los

agregados se realizo al microscopio de fluorescencia a 100x.

Mediante el transgen drls20 [Pvha-6::Q44::yfp] se induce la expresion de agregados
Q44::YFP en células intestinales. Para representar la agregacion en esta estirpe, se
realizé la cuantificacion del porcentaje de animales con mas de 10 agregados en el
total de células intestinales a lo largo del envejecimiento. Para ello, tras una puesta
sincronizada, los animales fueron crecidos a 16 o 20°C y se observaron diariamente
para cuantificar y eliminar de la placa, aquellos con mas de 10 agregados en el
intestino. La cuantificacion se realizé en una lupa de fluorescencia Leica M165 FC a

maximo aumento.

6.7.2. Determinacion de la respuesta mecanosensorial.
La evaluacion de la respuesta mecanosensorial de los nematodos que expresan los
transgenes igls245 [Pmec-3::htt57-19Q::cfp] y igls1 [Pmec-3::htt57-128Q::cfp], fue
realizada mediante toques suaves con una pestafia fijada en un palillo de dientes.
Por cada animal, se eval6 10 veces su respuesta, de modo que si el animal se alejaba
tras el toque con la pestana, la respuesta era positiva, mientras que si no se alteraba
ante el estimulo, la respuesta fue evaluada como negativa. Los datos fueron
normalizados en porcentaje de respuesta sensorial con respecto a los 10 estimulos.
6.7.3. Arresto embrionario.
Para la cuantificacion del arresto embrionario de los animales que expresan la
proteina Q40::YFP, se realiz6 una puesta sincronizada durante 2-3 horas. Los
progenitores fueron eliminados y se contaron todos los embriones de la placa. Tras

24 horas de incubacién a 20°C, los embriones presentes en la placa fueron contados
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y restados del total de embriones contados anteriormente, lo que permitié determinar

la ratio de embriones arrestados.

6.8. Cuantificacion de los fenotipos en estirpes AB.
6.8.1. Paralisis.

La expresién del transgen dvis2 [Punc-54::human Apf] o dvis14 [Punc-54::human Af]
provoca en los animales un fenotipo de pardlisis progresiva a lo largo del
envejecimiento, el cual es dependiente de la temperatura. La cuantificacion de la
paralisis fue realizada a la temperatura de 16°C, iniciada al cuarto dia tras la puesta
sincronizada y registrada diariamente. Los animales fueron considerados como
paralizados cuando no mostraban bombeo faringeo ni respondian a la estimulacion
suave con hilo de platino, siendo estos animales retirados de la placa. Los animales
que morian por matricidio o por desecacion en las paredes de las placas de Petri no

fueron contabilizados.

6.8.2. Evaluacion del defecto en la expulsion de embriones.
Los animales que expresan el transgen dvis14 [Punc-54::human Af] fueron crecidos
a la temperatura de 16°C. La incapacidad de expulsar embriones fue determinada al
no observarse embriones en torno a los animales (los cuales se encontraban
paralizados), y la presencia de larvas en su interior. Las imagenes fueron tomadas
con una camara SONY CCD (modelo DMK 31AU03) y el programa ImagingSource.

6.8.3. Evaluacion del retraso en el desarrollo.
Los animales que expresan los transgenes gnals1 [Pmyo-2::yfp] y gnals2 [Punc-
119::human Ap: Pmyo-2::yfp] fueron sincronizados y crecidos a 16°C durante 96
horas. Se tomaron imagenes de animales a una amplificacion de 10x y su tamafo

fue determinado mediante el programa ImageJ (Schneider et al, 2012).

6.9. Cuantificacion de los fenotipos en estirpes a-sinucleina.

6.9.1. Cuantificacion de agregados de a-sinucleina.
La cuantificacion de la agregacion de los animales que expresan los transgenes
rmls126 [Punc-54::yfp] y pkls2386 [Punc-54::a-synuclein::yfp] se realizd en las

células musculares de la cabeza localizadas entre los dos bulbos faringeos, en
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animales sincronizados y crecidos a 20°C. Los animales fueron observados al

microscopio de fluorescencia a 100x.

6.9.2. Neurodegeneracion dopaminérgica.
La expresion de la proteina GFP bajo el control del promotor del transportador de
dopamina dat-1, permite la observacién de las seis neuronas dopaminérgicas de la
cabeza de C. elegans (4 CEP y 2 ADE). La cuantificacion de la neurodegeneracion
causada por la expresion de la proteina a-SYN en animales con el transgén baln11
[Pdat-1::a-synuclein; Pdat-1::gfp], fue realizada en una poblacion de animales
sincronizados y mantenidos a 20°C, de la que diariamente, 30 animales fueron
observados en el microscopio de fluorescencia a 40x. Los animales fueron
cuantificados como silvestres cuando se observo fluorescencia en las seis neuronas
dopaminérgicas incluyendo soma, axones Yy dendritas, mientras que la
neurodegeneracién se consideré cuando en alguna de estas neuronas no se detectd
GFP en las dentritas y axones y la sefal en el soma estaba claramente reducida o

ausente.

6.9.3. Paralisis.
Los animales que expresan el transgén baln12[Punc-54::a-synuclein::gfp] presentan
una paralisis progresiva durante el envejecimiento. La cuantificacion de este fenotipo
se inici6 al cuarto dia tras la puesta sincronizada a 20°C y registrada diariamente. Los
animales fueron considerados como paralizados cuando no mostraron bombeo
faringeo ni respuesta a la estimulacion suave con un hilo de platino, tras lo cual,
fueron retirados de la placa. Los animales que morian por matricidio o por desecacion

en las paredes de las placas de Petri no fueron contabilizados.

6.10. Cuantificacion de fenotipos de estirpes que expresan proteinas
metaestables.
6.10.1. Paralisis de los animales unc-52(ts).
Los animales mutantes unc-52(e669su250) presentan un fenotipo de paralisis
progresiva a lo largo del envejecimiento dependiente de la temperatura, de modo que
a 25°C, la paralisis es mucho mas temprana que cuando los animales son crecidos a
16°C. Para la cuantificacion de la paralisis, los animales fueron mantenidos a 16°C

desde la puesta sincronizada de huevos y el conteo fue iniciado a partir del dia cuatro.
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Para ello, los animales fueron colocados diariamente en grupos de cinco en la zona
de la placa sin bacteria y, si tras 3 minutos no se desplazaban, eran considerados

como paralizados y eliminados de la placa.

6.10.2. Arresto embrionario de animales let-60(ts).
Los animales mutantes /et-60(ga89) muestran letalidad embrionaria cuando son
mantenidos a 25°C. Para la cuantificacion de este fenotipo, se partié de una puesta
sincronizada a 16°C durante 2-3 horas. Posteriormente, los progenitores fueron
quitados y se contaron todos embriones de la placa. Tras 24 horas de incubacién a
16°C, los embriones presentes en la placa fueron contados y restados del total de
embriones de la puesta sincronizada, lo que permitié determinar la ratio de embriones

arrestados.

6.11. Reporteros de proteostasis.

La evaluacion de todos los reporteros fluorescentes se realizd, como se indico
anteriormente, en un microscopio de fluorescencia Olympus BX61 equipado con una
camara digital DP72. La adquisicion y analisis de imagenes fueron realizados con el
programa CellSens. La cuantificacion los niveles de fluorescencia fue realizada

mediante el programa ImagedJ (Schneider et al, 2012).

6.11.1. Reporteros de la ruta de la insulina: DAF-16 y SOD-3.
La localizacién subcelular del reportero DAF-16::GFP fue realizada en animales L4
que expresan el transgen z/s356[Pdaf-16::daf-16::gfp] crecido en condiciones
basales (20°C, ad libitum), de choque térmico (35°C durante 1 hora) o ayuno de 1

hora.

Los niveles del reportero SOD-3 fueron determinados en animales L4 que expresan
el transgen muls84 [Psod-3::gfp] crecidos a 20°C en placas control de NGM o
suplementadas con 50uM de juglona (Sigma H4703).

6.11.2. Reportero de UPRRE: HSP-4.

Los niveles de fluerescencia del reportero HSP-4 fueron determinados en animales

L4 que expresan el reportero zcls4[Phsp-4.::gfp] crecidos a 20°C desde una puesta
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sincronizada, en placas control de NGM o tratada con 30ug/mL de tunicamicina
(Sigma T7765).

6.11.3. Reportero de UPR™t: HSP-6.
La intensidad de fluorescencia del reportero HSP-6 en animales que expresan el
transgen zcls13 [hsp-6::gfp] fue realizada en animales jévenes adultos crecidos a
20°C durante 3 dias, desde una puesta sincronizada, en placas control de NGM o
crecidos desde el estadio anterior (L4) durante 24 horas en placas tratadas con
0,4mM de paraquat (Sigma 856177).

6.11.4. Reporteros de HSR: HSF-1 y HSP-70.
Para el reportero HSF-1::GFP, se contaron el nimero de focos de GFP en los nucleos
de células intestinales (10 células/ animal) en animales jévenes adultos que expresan
el transgen drSi13[Phsf-1::hsf-1::gfp]. Los animales fueron crecidos durante 3 dias
desde una puesta sincronizada a 20°C. Para la induccion del reportero, se sometieron

los animales a estrés térmico de 1 hora a 35°C.

Para los animales que expresan el transgen rmis223[Phsp-70::gfp], los niveles de
GFP fueron determinados en animales L4 crecidos a 20°C en placas control de NGM.
Para la induccion del reportero, se sometieron los animales a estrés térmico de 1 hora
a 35°C.

6.11.5. Reportero de proteasoma: UbG76V.
Los niveles de fluorescencia de GFP en los animales que expresan el transgen
hhis64 [(Psur-5::UbG76V::gfp) se determind en animales jovenes adultos (3 dias a
20°C tras una puesta sincronizada) en condiciones normales de crecimiento (OP50
ad libitum). Para la induccion de la UPS, los animales fueron sometidos a ayuno
durante 6 horas antes de la cuantificacion.

6.11.6. Mitofagia.
Los animales con la mutacion unc-52(e669su250) y aquellos que expresan el
transgén dvls2 [Punc-54::human Af] fueron combinados con la mutacion dct-

1(tm376) y crecidos a 16°C tras una puesta sincronizada.
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Para los animales dvis2, la cuantificacion de la pardlisis fue iniciada a dia 4 y
determinada diariamente. Los animales que no mostraron bombeo faringeo vy
respuesta a la estimulaciéon suave con el hilo de platino fueron considerados como
paralizados y retirados de la placa. Los animales que morian por matricidio o por

desecacion en las paredes de las placas de Petri no fueron contabilizados.

La paralisis de los animales unc-52(e669su250) fue realizada a dia 7 desde la puesta
sincronizada. Para ello, grupos de 5 animales fueron dispuestos en la zona sin
bacteria de la placa y, si tras 3 minutos no se desplazaban, eran considerados como

paralizados.

6.11.7. Localizacion subcelular de HLH-30::GFP.
En este trabajo se utilizaron dos reporteros diferentes de HLH-30: uno de ellos
expresado en multicopia a través del transgen sqls17 [Phlh-30::hlh-30::GFP], y otro
expresando, desde el locus endégeno hlh-30, una sola copia del gen, tanto silvestre
como con una mutacion que cambia el Unico residuo de cisteina de HLH-30 por
alanina, fusionado a un triple FLAG y a GFP (HLH-30::FLAG:: GFP y HLH-
30(C284A)::FLAG::GFP, respectivamente).

La cuantificacion de la localizacion subcelular de los reporteros se realizé al primer
dia de adultos en animales crecidos a 20°C tras la puesta sincronizada. Todos los
animales fueron montados en portaobjetos con agarosa y paralizados con azida
sédica, excepto en el ensayo con levamisol. La evaluacion de la localizacion
citoplasmatica, nuclear débil o nuclear fuerte, se realizd en el microscopio de

fluorescencia a un aumento de 40x.

La localizacion subcelular del reportero HLH-30::GFP en los animales que expresan
el transgen sqls17 [Phlh-30::hih-30::GFP] fue evaluada ante estrés térmico y falta de
alimento, mientras que para los reporteros HLH-30::FLAG::GFP y HLH-
30(C284A)::FLAG::GFP se ensayaron, ademas, la exposicion a levamisol, S. aureus,
arsenito sédico (Sigma 71287) y DEM.

Para el ensayo de levamisol, los animales fueron paralizados con 10mM de levamisol

y cuantificados inmediatamente. Para el ensayo de estrés térmico, los animales
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fueron incubados a 30°C durante 1y 3 horas. Para el ensayo sin comida, los animales
fueron incubados a 20°C en placas sin E. coli OP50. En el ensayo de S. aureus,
100uL de la cepa ATCC29213 fue sembrada en placas NGM y crecida a 37°C durante
24 horas. Los animales fueron incubados en presencia de S. aureus durante 1y 3
horas a 20°C. Para los ensayos de arsenito sodico y DEM, los animales fueron
incubados en placas de NGM con 5mM y 3mM respectivamente a 20°C durante 1y

3 horas.

Los reporteros HLH-30::FLAG::GFP y HLH-30(C284A)::FLAG::GFP también fueron
expresados en animales mutantes eat-2(ad1116) y daf-2(e1370). Para la
cuantificacién de la localizacion subcelular en estos mutantes, los animales fueron
incubados a 20°C y 22,5°C respectivamente. La cuantificacion se realizo a los dias 4
para eat-2(ad1116) y 5 para daf-2(e1370) tras la puesta sincronizada. Un porcentaje
de los animales daf-2(e1370) crecidos a 22,5°C entra en el estadio dauer, los cuales

no fueron utilizados para la cuantificacion.

6.12. Cuantificacion de la acumulacion de SQST-1::GFP.

La expresion del transgen bpls151[Psqst-1::sqst-1::gfp] permite la observacion de
agregados de la proteina SQST-1 mediante su fusién con GFP cuando la autofagia
esta bloqueada o no es eficiente. La cuantificacion de estos agregados en embriones
se inicié con una puesta sincronizada de 2-3 horas, la cual fue incubada a 20°C
durante 6 horas. Posteriormente, los embriones con fluorescencia GFP fueron
cuantificados al microscopio de fluorescencia a 100x. Para el ensayo de ayuno,
hermafroditas gravidas fueron incubadas en tubos de 15mL con 2mL de M9 a 20°C
con una agitacién de 120 r.p.m. durante 24 horas. Los embriones acumulados en el
utero fueron liberados mediante la diseccion de los progenitores con una aguja.
Finalmente, los embriones fueron observados al microscopio de fluorescencia para

cuantificar aquellos que presentaban fluorescencia GFP.

Para la cuantificacion de la agregacion de SQST-1::GFP en ARNi de /gg-1, los
animales fueron crecidos durante tres generaciones a 20°C en placas sembradas con
bacterias expresando el vector vacio como control o el ARNi de /gg-1. Tras una

puesta sincronizada, los embriones fueron incubados durante 8-10 horas hasta su
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eclosion y las larvas L1 con mas de 20 agregados de GFP en el instestino fueron

cuantificadas en el microscopio de fluorescencia a un aumento de 100x.

6.13. Cuantificacion de los focos mCherry::GFP::LGG-1.

El transgen sqls11[PIgg-1::mCherry::gfp::Igg-1; rol-6(su1006)] permite la evaluacion
del flujo autofagico mediante la cuantificacion de las vesiculas autofagicas:
autofagosomas (AP) con fluorescencia amarilla y autolisosomas (AL) con

fluorescencia roja.

Los animales fueron crecidos a 16°C durante 5 dias tras la puesta sincronizada para
la cuantificacion de las vesiculas en las “seam cells” de la hipodermis. La
cuantificacién de los focos mCherry::GFP::LGG-1 en la faringe se realizdé en los
animales crecidos a 20°C durante 3 dias debido a que a esta temperatura muchas de

las “seam cells” aparecian fusionadas entre si.

Las imagenes de las vesiculas autofagicas fueron realizadas en un microscopio
confocal Nikon A1R. Se obtuvieron imagenes en z de 0,3um a una amplificacién de
63x. La excitacion/emision fue realizada a 488/525 nm para la GFP y 561/595 nm
para mCherry. La cuantificacion se realizé utilizando el programa NIS Elements

Viewer.

6.14. Ensayo de longevidad.

Para los ensayos de longevidad, se parte de animales que han sido sometidos a
descontaminacion, para ello, una placa con hermafroditas gravidas fue utilizada para
realizar el tratamiento con la solucién de descontaminacion 2 en liquido, obteniendo
asi embriones libres de cualquier contaminacion. Estos embriones fueron incubados
en un tubo de 15mL con 2mL de M9 a 16°C con una agitacion de 120 r.p.m. hasta el
dia siguiente, obteniéndose asi una poblacién de animales sincronizados en el
estadio L1. Para evitar interferencias debido a estreses fisiolégicos provocados por
el tratamiento de bleaching y la posterior sincronizacion en L1, los ensayos de
longevidad se realizaron en la siguiente generacion. Por lo tanto, los animales
sincronizados en el estadio L1 que fueron transferidos a placas de NGM con OP50 e
incubados a 20°C hasta que llegaron a la edad adulta. Con estos animales se realizd

una puesta sincronizada durante 2 horas que se incub6é a 20°C hasta que los
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animales alcanzaron el estadio L4. A continuacion, 100 L4 fueron repartidos en 5
placas (20 animales/placa) e incubados a 25°C, siendo este considerado como dia 0.
La cuantificacion de la longevidad fue iniciada cuando los animales alcanzaron el
estadio adulto (dia 1). Los animales fueron transferidos diariamente a placas de NGM
nuevas hasta el fin del periodo de puesta de huevos, a partir del cual fueron
transferidos cada dos dias. Los animales fueron considerados como muertos cuando
no se observé bombeo faringeo y no respondian a la estimulaciéon con el hilo de
platino. Los animales que murieron por causas no naturales, como desecacién en las

paredes de la placa o eclosién interna de los embriones, fueron censurados.

6.15. Supervivencia a arsenito sodico.

Para evaluar la supervivencia al estrés oxidativo provocado por NaAsO2, embriones
sincronizados fueron incubados a 20°C durante 52 horas. A continuacién, 120
animales (40 por placa) fueron transferidos a placas de NGM con 7,5mM de NaAsO:2
e incubados a 20°C para ser cuantificados como vivos o muertos a diferentes tiempos.
Debido a que la bacteria E. coli OP50 no crece a la concentraciéon de 7,5mM de
NaAsO:, esta fue transferida manualmente con un asa de siembra desde una placa
de NGM no tratada, evitando asi que la falta de alimento interfiriera en la
supervivencia. Los animales fueron cuantificados como muertos cuando no se
observé movimiento de la faringe y no respondieron a la estimulacién con hilo de

platino.

6.16. Supervivencia a la infeccidon por Staphylococcus aureus.

Una colonia de S. aureus NCTC8325 fue crecida a 37°C y 180 r.p.m. durante toda la
noche en medio liquido TBS (tryptic soy broth), suplementado con 10 ug/mL de acido
nalidixico (Nal, Sigma N8878) como antibiotico. El cultivo fue diluido 1:10 en TBS
suplementado con 10 ug/mL de Nal. 10 pL del cultivo diluido fue sembrado en placas
de 3,5 cm de TSA (triptic soy agar) suplementadas con 10 pg/mL de Nal e incubadas
durante 4 horas a 37°C. Las placas fueron secadas posteriormente en campana de

flujo laminar estéril hasta que la temperatura fue equilibrada a temperatura ambiente.

Para el ensayo de supervivencia, 90 L4 crecidos en placas de NGM con E. coli OP50
fueron transferidos en placas de S. aureus (30 animales por placa) e incubados a

25°C. A diferentes tiempos los animales fueron cuantificados como muertos cuando

166



Materiales y Métodos

no se observé bombeo faringeo ni respondieron a la estimulaciéon mediante hilo de

platino.

6.17. Cuantificacion de la longitud de los mutantes eat-2.

Los mutantes eat-2(ad1116) presentan un menor tamafo que los animales silvestres.
Para cuantificar este fenotipo, se realizé una puesta sincronizada de los animales eat-
2(ad1116) y sus derivados durante 1 hora e incubados a 20°C durante 72 horas.
Posteriormente, se tomaron imagenes de los animales y el tamafio fue medido

mediante el programa ImageJ (Schneider et al, 2012).

6.18. Formacion y recuperacion de dauer.

La mutacion daf-2(e1370) provoca la formacién constitutiva de dauer en funcion de
la temperatura. Se partié6 de una puesta de huevos sincronizada a 20°C y crecida a
22,5°C y la cuantificacion de la formacion de dauer fue realizada a dia 3 en animales
controles con el fondo genético daf-2(+) y a dia 6 para los animales con el fondo
genético daf-2(e1370). En este Ultimo caso, los animales que no formaron dauer

fueron eliminados para evitar el crecimiento de la descendencia.

Para el ensayo de recuperacion de dauer, embriones sincronizados fueron incubados
a 25°C durante 4 dias para la inducion de dauer en el total de la poblacion. A
continuacion, estos animales fueron incubados a 20°C y la recuperacion de dauer fue
cuantificada diariamente.
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