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¥ 8 Introduccion

La muerte celular es una caracteristica esencial en el desarrollo de organismos pluricelulares.
Este proceso esta involucrado en diversas enfermedades degenerativas y distintos tipos de
cancer, por lo que comprender este mecanismo €S importante para conocer Yy tratar
enfermedades de alto impacto en la sociedad actual. Hace unos afios, se describid una nueva
forma de muerte celular programada dependiente de hierro involucrada en dichas
enfermedades. Esta muerte celular, llamada ferroptosis, se caracteriza por un aumento masivo
de los niveles de hidroperoxidos lipidicos debido a la reaccion de fenton, que provoca
alteraciones letales de la membrana.

Actualmente, el proceso de ferroptosis no se conoce con exactitud y hay muchas preguntas sin
resolver, entre ellas, la busqueda de mecanismos protectores frente a la ferroptosis. En células
de mamiferos se conoce dos: uno de ellos es dependiente de la glutation peroxidasa 4 (GPX4)
que detoxifica los hidroperoxidos lipidicos toxicos (L-OOH). Esta peroxidasa necesita
glutation como donador de electrones, cuya sintesis depende de la disponibilidad de cisteina
en la célula, por lo que la cisteina puede ser un factor esencial en la proteccion a ferroptosis.

El otro mecanismo protector frente a ferroptosis en el que nos centraremos en este estudio es
osmorregulacion celular. En este sentido, cabe resaltar la investigacion de Riegman et al.
(2020) donde establecen que la ferroptosis puede ser un proceso osmotico, ya que puede ser

bloqueada por compuestos osmoprotectores.

2 ) Objetivos

3)

—

Se usaron diferentes mutantes por delecion de la ruta de sintesis de cisteina en C .elegans:
cbs-1 en la ruta de transulfuracion, cysl-1 en la ruta de asimilacion del cianuro y trp-14,
una cistina reductasa que es capaz de reducir L-cistina a cisteina. Tambien se utilizaron dos
mutantes por delecion de dos glicerol-3-fosfato deshidrogenasas, los mutantes gpdh-1 y
gpdh-2. Las estirpes se cruzaron 6 veces con animales silvestres N2 para eliminar
mutaciones adicionales generadas en el proceso de mutagénesis y posteriormente se
cruzaron con la estirpe Q40, modelo de la enfermedad de Huntington que presenta
agregados proteicos, marcados con YFP, en las células musculares. Las estirpes se
cultivaron a 20°C en placas de medio NGM con Escherichia coli como fuente de alimento.

Se cuantifico el crecimiento de las estirpes Q40::yfp;gpdh-1, Q40::yfp;gpdh-2 y
Q40::yfp;gpdh-1;gpdh-2 con un microscopio acoplado a una camara que permite
fotografiar los animales y posteriormente analizar su longitud con el software ImagelJ.
Ademas, se cuantificaron los agregados proteicos de estas estirpes con un microscopio de
fluorescencia. Los datos estadisticos se analizaron con el software GraphPad Prism 9.

Por ultimo se realizaron ensayos de ARN de interferencia, donde se cloné la secuencia
especifica de los genes de interés en el plasmido pL4440, que se introdujo en la estirpe
E.coli HT115.

 Caracterizar el proceso de ferroptosis en Caenorhabditis elegans mediante el blogueo de las distintas rutas de sintesis de cisteina presentes en el nematodo: ruta de transulfuracion, via de

asimilacion del cianuro y reduccion de cistina.

« Determinar si la ferroptosis en C. elegans se ve modificada por un aumento de la presion osmotica en un modelo de la enfermedad de Huntington.
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Cuantificacion de agregados poliQ. Hay diferencias significativas
entre las estirpes con un nivel de significancia p < 0.01. Las estirpes
con la mutacion gpdh-1 presentan el doble de agregados proteicos
que el control Q40, mientras que la mutacion gpdh-2 aumenta el
numero de agregados en menor medida.
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Determinacion de longitud. Hay diferencias significativas entre
las estirpes que portan la mutacion gpdh-2 con un nivel de
significancia p<0.01, pero no hay diferencias significativas entre
Q40::yfp y Q40::yfp;gpdh-1. Los animales con gpdh-2 presentan
un menor crecimiento.

Ensayos ARNI.

No vemos diferencias significativas en los ensayos de ARNIi de cbs-1
sobre las estirpes cysl-1, trp-14 y cysl-1;trp-14. Sin embargo, el ARNI
de cysl-1 y ARNIi de trp-14 sobre la estirpe cbs-1 nos mostro que la
estirpe cbs-1 crece mejor utilizando E. coli HT115 como fuente de
alimento.
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Figura 1: Rutas de sintesis de cisteina en Caenorhabditis elegans, aminoacido necesario para la sintesis de

Conclusiones:

glutation, esencial en la ruta de recuperacion de ferroptosis. Las enzimas CBS-1, TRP-14 y CYSL-1
corresponden a los 3 mutantes elegido de la ruta de biosintesis de cisteina.

* Los dobles mutantes Q40::yfp;cysl-1, Q40::yfp; cbs-1y cysl-1;cbs-1 no se construyeron debido a
que las mutaciones se encuentran en el cromosoma X, muy cerca unas de otras.

 cbs-1 presenta un desarrollo ralentizado debido a la acumulacion de homocisteina, un compuesto
toxico para el animal. En humanos la acumulacion de homocisteina causa la enfermedad
homocistinuria. Sin embargo, la estirpe E. coli HT115 mejora el crecimiento debido a que
contiene altos niveles de vitamina B12, cofactor necesario para la enzima metionina sintasa,
encargada de convertir la homocisteina en metionina.

« El gen gpdh-1 aumenta la cantidad de agregados poliQ en las células del mdusculo,
Independientemente de gpdh-2. El mutante gpdh-1 es mas sensible a la proteostasis, pero su
crecimiento no se ve afectado.

« El gen gpdh-2 no afecta en gran medida a los agregados poliQ, pero si ralentiza el desarrollo de
los animales, independientemente de gpdh-1.
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