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1. Introduccién

Los mecanismos que tienen los organismos para sensar y responder a cambios en
la disponibilidad de nutrientes o de energia son muy importantes para su
sobrevivencia, sin embargo, la perdida de éstos ha propiciado el desarrollo de
enfermedades metabdlicas como obesidad, Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) y
enfermedades cardiovasculares. Estas enfermedades se generan en parte, porque
la sociedad actual ha incrementado el consumo de alimentos hipercaldricos que
provocan dafos celulares y consecuentemente disminuye la esperanza de vida de
los individuos (Koopman et al., 2014). Por lo tanto, uno de los principales retos para
la medicina moderna es desarrollar estrategias que permitan mantener la
homeostasis celular, a través de mecanismos reguladores que compensen las
fluctuaciones nutricionales y asi mantener una vida saludable (S. S. Choi, 2011;
Wang et al., 2015). En este contexto, incidir sobre la autofagia, un programa celular
evolutivamente bien conservado entre Caenorhabditis elegans y mamiferos, que se
activa para garantizar su supervivencia cuando éstos son sometidos a diversos tipos
de estrés; puede ser una herramienta prometedora que mitigue el deterioro de la
salud que causan las enfermedades metabdlicas.

Recurrentemente se senala a la dieta hipercalérica como un determinante que
afecta la esperanza de vida, al impactar negativamente en la longevidad, mientras
que la restriccidn caldrica tiene un efecto contrario y se ha considerado como un
factor prolongevidad; sin embargo, aun no son del todo entendido los mecanismos

celulares que afecta el exceso de nutrientes, en particular el de glucosa, sobre la




autofagia. La glucosa, es una fuente esencial de energia para muchos procesos
celulares, cuyo metabolismo debera ser regulado eficientemente para mantener la
vida saludable de los organismos (Z. Yang & Klionsky, 2010).

Similar a los seres humanos, el exceso de glucosa en el nematodo Caenorhabditis
elegans desencadena efectos toxicos, que se observan por la disminucion de su
vida saludable repercutiendo en su longevidad, indicando que la modificacion del
entorno sobre el que se desarrolla tendra consecuencias sobre su sobrevivencia.
Dada la importancia del proceso autofagico sobre la longevidad, es plausible sugerir
que el excesivo aporte de glucosa podria afectar su actividad, ocasionando la
disminucién de la esperanza de vida. Sin embargo, las consecuencias de activar el
proceso autofagico para la prevencion de enfermedades metabdlicas es poco claro,
por lo que, se requiere de mas investigaciones que permitan determinar el impacto
que induce el exceso de glucosa sobre la autofagia y si estos cambios estan
asociados al dafio en la regulacion metabdlica en C. elegans.

Por lo tanto, en este trabajo estudiamos la relacion que existe entre el exceso de

glucosa con el proceso autofagico y la longevidad en C. elegans.

2. Marco Teoérico
2.1 Autofagia

La palabra “autofagia” (del griego autds “por si mismo” y phagia “accion de comer”)
fue propuesta por el Dr. Christian de Duve en la década de los 60°s durante una
conferencia sobre enzimas lisosomales. Desde entonces, la autofagia se ha
reconocido como un proceso catabdlico importante mediante el cual se reciclan y
reutilizan componentes celulares importantes para satisfacer las necesidades

energéticas, y evitar la acumulacién de compuestos metabdlicos que podrian dafar




a la célula. En suma, la activacién de la autofagia permite el recambio de proteinas
agregadas, de organelos dafiados y de patogenos intracelulares. Hasta ahora, se
han reconocido tres tipos de autofagia: la macro y micro autofagia y la mediada por

chaperonas (Mizushima, 2009; Tooze & Yoshimori, 2010).

2.1.1 La macroautofagia: es un proceso que se realiza en multiples pasos, en
ésta; el contenido citoplasmico es envuelto en vesiculas de doble
membrana denominadas autofagosomas que, al fusionarse con los
lisosomas, llevaran a cabo la degradacion de componentes celulares.
Brevemente, el proceso completo incluye la iniciacién de la formacion
membranal, nucleacion, elongacion, maduracién del autofagosoma y la
fusion con el lisosoma. Es de mencionarse que la doble membrana de la
estructura autofagica es similar a la de otros organelos, como por ejemplo;
la del reticulo endoplasmatico (RE), el complejo de Golgi y la mitocondria,
sin embargo el origen de las membranas autofagosomales aun no es del
todo entendido y aun esta a debate si provienen del RE o del Golgi (Tooze
& Yoshimori, 2010).

2.1.2 La microautogafia, un proceso no selectivo de degradacion lisosomal,
donde la membrana del lisosoma forma pequefas invaginaciones que
internaliza al material citosolico a degradar. Se ha sugerido que la
activaciéon de la microautogafia es un evento importante que mantiene el
balance energético, tanto en condiciones basales como de estrés
(Michalski et al., 2001; Mizushima, 2009).

2.1.3 La autofagia mediada por chaperonas: este tipo de autofagia, no

precisa de la formacién previa de vesiculas, ya que las proteinas




citosdlicas que sufriran degradacion tienen un cdodigo especifico, un
pentapétido Lys-Phe-Glu-Arg-Gin (KFERQ), el cual es reconocido por un
complejo de chaperonas localizadas en la membrana lisosomal, y
mediante éstas se logra la internalizacidon a los lisosomas. En el
reconocimiento peptidico participan también otras proteinas que se
ubican en la membrana lisosomal (LAMP-2A) y con el complejo

chaperona-cochaperona, HspA8 (Tooze & Yoshimori, 2010).

Macroautofagia
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Figura 1. Tipos de autofagia. En mamiferos se han identificado tres tipos de autofagia. A) Macroautofagia: La
carga es rodeada junto con una porcién del citoplasma por una membrana de aislamiento o fagéforo para la
formacion del autofagosoma. B) Autofagia mediada por chaperonas: las proteinas a degradar poseen un
pentapéptido, secuencia que les permitira ser reconocidas directamente por la membrana lisosomal para poder

ser internalizadas C) Microautofagia: la membrana del lisosoma forma invaginaciones que favorecen la
internalizacion de la carga. (Boya et al., 2013)




3. Mecanismo de activacion de la autofagia
3.1 Organizacién funcional del mecanismo autofagico

La macroautofagia, de aqui en adelante referida como autofagia, es una via
catabdlica dinamica que se activa en respuesta a un estrés celular (carencia de
nutrientes, hipoxia, organelos dafiados, estrés oxidativo, etc.). Para su estudio se
divide en 6 fases: 1) Induccion, 2) selecciéon de la carga 3) nucleacion, 4) elongacion
de la membrana de aislamiento, 5) maduracion (fusion del autofagosoma con el
lisosoma) y 6) degradacién de la vesicula.

La induccion, es el primer evento del proceso autofagico donde se forma el pre-
autofagosoma (PAS), una estructura que sirve como “andamio” para la formacion
del fagoforo durante la fase de nucleacion. Esta fase es regulada por diversos
componentes como el complejo proteico con actividad cinasa que incluye a las
proteinas UNC51 (ULK1/ULK2), ATG13, FIP200 y ATG 101 (Noda & Inagaki, 2015).
Durante la activacion de la autofagia, proceso de degradacion no selectivo, se
“secuestra” material citoplasmico, el cual contiene tanto organelos como proteinas
danadas que estan marcadas con ubiquitina y mediante la proteina p62 permite su
reconocimiento para que el material sea internalizado al autofagosoma emergente.
A la fecha, no se logrado identificar todas las proteinas encargadas de conducir la
carga hacia los autofagosomas, sin embargo; la proteina p62 también denominada
secuestosoma 1 (SQSTM1) funciona como una molécula adaptadora capaz de
interactuar con proteinas de fases tardias de la autofagia; como la proteina de
cadena ligera 3 (LC3, por sus siglas en inglés), debido a que posee un dominio C-
terminal de unién a ubiquitina y una secuencia corta, LIR, que le permite interactuar

con la LC3 en la fase tardia del proceso autofagico (Lippai & Low, 2014).
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Figura 2. Fases de la autofagia y proteinas que intervienen. El proceso autofagico de forma general se divide
en Induccién, Nucleacién, Elongacion y Maduracion. En cada paso se requiere de la participacion de distintas
proteinas que en su mayoria son codificadas por genes ATG (Autophagy related genes). (R. Kang et al., 2011)

Una vez que el complejo esta activo, y que contiene el material a degradar, se inicia
la fase de nucleacién que conjuntara a las proteinas y lipidos que constituiran al
autofagosoma; esto ocurre a través de la activacién del complejo PI3K tipo Il que
lo conforman las proteinas VPS34 junto con la subunidad reguladora BEC-1,
ATG14L (UVRAG) y VPS15. Ala fecha, la fase de nucleacion es uno de los eventos

menos entendidos. Una controversia actual es referente al origen de la membrana




que forma parte del fagéforo, diversos autores consideran que es una estructura
que se genera de novo y otros que la membrana provine de organelos como el
reticulo endoplasmico (RE) o complejo de Golgi, sin embargo aun no se ha logrado
esclarecer del todo la fase de nucleacion (Figura 2) (Levine & Klionsky, 2004).

La elongacion de la membrana permitira separar la “carga” del resto de los
componentes citosélicos formando el autofagosoma. Las proteinas que actuan en
la expansién incluyen a dos sistemas de conjugacion similares a ubiquitina: La LC3-
I, una proteina similar a ubiquitina, que es modificada de su forma soluble a una
proteina asociada a la membrana, dicha modificacion se logra mediante su
procesamiento proteolitico a cargo de la proteina ATG4, una cisteina proteasa, que
especificamente reconoce y corta al extremo C-terminal de la LC3-I. El residuo de
glicina resultante de Ila escision, se unira covalentemente con la
fosfatidiletanolamina (PE) a través de la enzima ATG7 originando asi la forma activa
de la proteina LC3-II (LC3-PE). La segunda reaccion de conjugacion, ocurre a través
de la proteina ATG12, también similar a la ubiquitina, la cual se conjugara con otra
proteina, la ATG5, mediante la accién de ATG7 y la enzima similar a E2, ATG10.
Tras la formacion del complejo ATG12-ATG5 la proteina ATG16 se asocia,
resultando en un complejo trimérico ATG12-ATG5-ATG16 que previene la fusién
prematura con el lisosoma. En resumen, el primer sistema de conjugacion resulta
en el procesamiento proteolitico de la proteina LC3-Il a su forma activa que da origen
a una proteina que forma parte de la estructura vesicular (LC3-Il), el segundo
sistema se sugiere que proporciona soporte dinamico que permitira la deformacién
o curvatura de la membrana sin provocar su desensamble y evita la fusién

anticipada con el lisosoma (Figura 2) (Klionsky, 2005).




La fase de maduracién depende de moléculas que permiten a los autofagosomas
fusionarse con los compartimentos vesiculares del sistema vacuolar (lisosomas),
ademas esta fase también es dependiente de moléculas que regulan la acidificacién
de los compartimentos autofagicos; como las proteinas vATPasas (ATPasas
vacuolar) que son bombas de protones que establecen y mantienen un ambiente

acido en los lisosomas.(Esclatine et al., 2009).

La fusion del fagosomas con el lisosoma depende tanto del citoesqueleto, como de
las proteinas SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein
Receptor) que son elementos basicos requeridos para dicha funcién (Glick et al.,
2010) y que de acuerdo con su rol en el transporte de vesiculas se dividen en dos
grupos: las v-SNAREs (de vesicula) y t-SNAREs (target/diana) que a su vez son
reguladas por las proteinas Rab, un grupo de GTPasas monoméricas que facilitan
y regulan el anclaje de las proteinas v-SNARE con t-SNARE, de las cuales se han
identificado a varias proteinas como las Rab 7, Rab 22 y Rab 24; ademas de
componentes del complejo HOPS (Homotypic fusion and protein sorting) como
VPS33 Ay VPS16 y proteinas de membrana lisosomal LAMP-1 y LAMP-2 que en
su conjunto facilitan la fusion del autofagosoma con el lisosoma (Figura 2).

Finalmente, después de la fusion del autofagosoma con el lisosoma, la estructura
resultante (autofagolisosoma) degrada, mediante las hidrolasas acidas lisosomales,
al material citoplasmatico engullido y los productos de degradacion son reciclados
al citoplasma donde pueden ser reutilizados para la biosintesis o produccion de
energia. Una vez ocurrida la degradacion, el lisosoma puede fusionarse con otro
autofagosoma o bien con otras vesiculas como endosomas; si la degradacion no se

llevé a cabo en su totalidad el autofagolisosoma se convertird en un cuerpo residual,




estos cuerpos residuales contendran material indigerible y el pigmento lipofucsina

(Eskelinen & Saftig, 2009).

3.2 Mecanismo de seializacion para la activaciéon de la autofagia
3.2.1 Via de la proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK)

Como se describio anteriormente, el proceso autofagico se activa durante la
escasez de nutrientes, como un mecanismo que degrada componentes celulares,
para aportar energia a la célula y permitir su supervivencia. Diversos estudios han
mostrado que la disminucion en los niveles de ATP (por bajos niveles de nutrientes)
es reestablecido en parte por la proteina AMPK, considerada el sensor de energia
que se activa por los nucleétidos de adenina (AMP, ADP) (Hardie et al., 2016). La
AMPK es un complejo heterotrimérico con actividad cinasa formado por tres
subunidades: una catalitica alfa (con dos isoformas a1 y a2), dos reguladoras, beta
y gama (con isoformas 31, B2, y1, y2, y3, respectivamente). La activacion de la
AMPK se lleva a cabo por la fosforilacion de la subunidad catalitica en el residuo de
treonina 172 (T172), ésta fosforilacion es dependiente de la proteina cinasa LKB1,
y por el cambio conformacional que resulta de la unién del ADP y/o AMP a la
subunidad reguladora que como consecuencia, inhiben la desfosforilacion de la
T172 (Hardie, 2011; Mihaylova & Shaw, 2011).
Tras la activacibn de AMPK, se inicia el proceso autofagico por diversos
mecanismos:
1) Mediante la fosforilacion directa de proteinas que forman el complejo de
iniciacion y nucleacion: Brevemente, la AMPK fosforila a la proteina ULK1 en
diversos residuos para activarla, si bien esta modificacion postraduccional se

ha comprobado, a la fecha siguen siendo motivo de controversia. Algunos




autores reportan que la activacion de ULK1 se lleva a cabo por la fosforilacion
de los residuos de serinas 317 (S317) y 777 (S777) mientras otros sugieren
que se debe a los residuos de serinas S467, S555, S637 y treonina 574 T574.
Sin embargo, a pesar de dichas discrepancias, la fosforilacion de ULK1
dependiente de AMPK es esencial para la induccion de la autofagia .(Russell
et al.,, 2014)

2) Ademas de la proteina ULK1, recientemente otras proteinas del complejo de
nucleacion, la BEC1 y la VPS34, se han identificado como blancos de la
AMPK. Particularmente, ante una privacién de glucosa, la AMPK fosforila a
la BEC1 en el residuo de serina S93, S96 y a la VPS34 en los residuos de
treonina T163 y S165 (Galluzzi et al., 2014).

3) Inhibicién de mTOR: mTOR es complejo proteico regulador del crecimiento
celular altamente conservado que sera descrito mas a detalle en la
siguiente seccion, sin embargo la forma sobre la cual AMPK lo inhibe es a

través de su fosforilacion directa (Kim et al., 2011).

3.2.2 Via dependiente de mTOR
La proteina serina/treonina cinasa, mTOR (blanco mecanistico de rapamicina) es
muy importante para regular el crecimiento y la proliferacion celular en respuesta a
la disponibilidad de nutrientes (Shimobayashi & Hall, 2014). Sin embargo, también
modula el proceso autofagico. En mamiferos, mTOR esta formado por dos
complejos protéicos, mTORC1 y mTORC2. Sin embargo, mTORC1 es el complejo
que se ha asociado con la autofagia, cuya regulacién es negativa. En disponibilidad
de nutrientes, particularmente en presencia de aminoacidos, mMTORC1 causa su

translocacion a la membrana del lisosoma y se activa para que subsecuentemente




fosforile e inhiba a proteinas del complejo de iniciacion, esto es, fosforila a ULK1 y
a ATG13 asi como proteinas del complejo de nucleacion AMBRA1 y ATG14,( Figura
3) (Galluzzi et al., 2014; Russell et al., 2014). El descubrimiento de la asociacion de
mTOR con lo lisosomas, sugiere que el lisosoma podria tener un importante rol
como organelo encargado de sensar nutrientes a través de la maquinaria compleja
donde interviene mTOR y que, algun dafio sobre componentes de ésta, también
afecta la funcion de mTOR vy viceversa. Estudios enfocados en esta idea, indican
que mTOR es un regulador indirecto de la autofagia al controlar la biogénesis
lisosomal. Esta funcién se lleva a cabo mediante el factor de transcripciéon EB
(TFEB), considerado el regulador maestro de la transcripcion de genes lisosomales
y autofagicos. En abundancia de nutrientes, mTORC1 y TFEB colocalizan en la
membrana lisosomal donde mTORC1 fosforila a TFEB, y a través de la proteina 14-
3-3, inhibe su funcion al retener a TFEB en el citoplasma. Por el contrario, en
escasez de nutrientes, mMTORC1 es inactivado y conduce a la defosforilacién de
TFEB que le permite migrar a nucleo y promover la transcripcion de sus genes
blanco, los cuales estan relacionados con la biogénesis lisosomal. En suma, a
través de la represion de TFEB, de las proteinas del complejo ULK1 y del complejo
cinasa VPS34, mTOR es capaz de regular negativamente tanto la iniciacion como

la maduracion del autofagosoma (Russell et al., 2014).
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Figura 3. Proteinas Cinasas reguladoras de la autofagia. En disponibilidad de nutrientes, la cinasa mTORC1
inhibe el inicio de la autofagia al fosforilar a las proteinas ULK1 y ATG13, componentes del complejo de iniciacion.
En contraparte, la cinasa AMPK se activa en carencia de nutrientes y fosforila en otros aminoacidos a las mismas
proteinas, regulandolas positivamente y activar el proceso autofagico. Imagen tomada y modificada de
(Yamahara et al., 2013)

3.3 TFEB, regulador maestro de la biogénesis lisosomal y del
proceso autofagico

El factor de transcripcion EB (TFEB), es miembro de la familia microftalmia (Familia
MiT) que son factores transcripcionales tipo, por su nombre en inglés, basic helix-
loop-helix leucine zipper (bHLH-Zip) que regulan diversos procesos celulares
mediante su unién a secuencias de DNA denominadas cajas E (CACGTG), éstas
secuencia también son reconocida por otros factores transcripcionales de tipo
bHLH-Zip como las proteinas MYC, MAX y MAD (Napolitano & Ballabio, 2016) .

La familia MiT esta conformada por otros tres factores altamente relacionados con
TFEB: MiTF, TFE3 y TFEC, los cuales pueden unirse al DNA ya sea como
homodimeros o heterodimeros, sin embargo, éstos reconocen a secuencias

denominadas cajas M (TCATGTG). Otra notable diferencia entre los miembros de




la familia MiT es que solamente pueden dimerizarse con miembros de esa misma
familia, pero no con otros factores de tipo basic hélix-loop-helix, empero la
relevancia funcional de los homodimeros MiT comparado con los heterodimeros,
aun se desconoce (Napolitano & Ballabio, 2016).

Los miembros de esta familia estan implicados en diversos procesos celulares como
la maduracién de melanocitos (MiTF), activacion de células B (TFE3) y la
vascularizacién placentaria (TFEB) (Lin & Fisher, 2007; Pastore et al.,, 2016).
Importantemente, TFEB se une especificamente a un motivo de 10 pares de bases
(GTCACGTGAC), que se encuentran en la region promotora de diversos genes
codificantes para proteinas lisosomales y autofagicos, por tal motivo se le considera
a TFEB como el regulador maestro de la funcion y biogénesis de los lisosomas y
autofagia (Figura 4) (Sardiello et al., 2009). Especificamente, TFEB se activa
dependiendo del contexto metabdlico, en condiciones basales, TFEB se localiza en
los lisosomas via una interaccion fisica con proteinas GTPasas Rag sobre la
superficie de los lisosomas, es asi que mTOR interacciona con TFEB para
inactivarlo mediante su fosforilacion en la serina 142 y 211 (Ser and Ser211). Esta
modificacion postraduccional evita la trascripcién de los genes lisosomales y por
ende el proceso autofagico (Roczniak-Ferguson et al., 2012). Por el contrario,
durante una escasez de energia o en un estrés lisosomal, TFEB sufre
defosforilaciéon y rapidamente se transloca al nucleo para activar la expresion de
genes que codifican para la estructura y funcién del proceso autofagico-lisosomal.
La regulacion ocurre debido a la union directa de TFEB a la secuencias tipo caja E,
que se encuentran la region promotora de genes de autofagia asi como en

secuencias consenso denominados elementos CLEAR (Elementos coordinados de




expresion y regulacion lisosomal) localizados a 200 pares de bases rio arriba del
sitio de inicio de la transcripcién (Kuiper et al., 2004; Napolitano & Ballabio, 2016;
Palmieri et al., 2011; Sardiello et al., 2009). Asi, el efecto neto de la activacién de
TFEB, es un incremento en el flujo autofagico acompanado por una expansion del
compartimento lisosomal, que permite a las células adaptarse a condiciones de
estrés energético y lisosomal.

Recientes hallazgos han indicado que TFEB también regula el metabolismo de
lipidos, en un proceso dependiente de la autofagia conocida como lipofagia
(Settembre et al., 2013). En ayuno, los lipidos que estan almacenados en organelos
especializados denominados gotas de lipidos (lipid droplets) son engullidos por el
autofagolisosoma, y degradados por la lipasa acida (LAL), hasta acidos grasos
libres los cuales serviran como sustratos para p-oxidacion y glucélisis. Es de resaltar
que TFEB también regula la expresion de la lipasa lisosomal (LAL) y de genes
relacionados con el metabolismo de lipidos, como PPAR-a y PGC1-a (Settembre &
Ballabio, 2014).

A la fecha, se ha demostrado la conservacién evolutiva de los cuatro miembros de
la familia MiT, entre los que se encuentra TFEB, en vertebrados y en organismos
inferiores como el nematodo Caenorhabditis elegans. Asi el ortdlogo funcional TFEB
en nematodo es conocido como HLH-30 (Lapierre et al., 2013b). HLH-30 también
mantienen conservadas las regiones basicas y los dominios HLH-Zip, lo que sugiere
que la forma en la cual se une al DNA es similar al TFEB de los mamiferos. Es de
resaltar que en C. elegans, solamente se ha encontrado un ortélogo de TFEB,
sugiriendo que el gen ancestral tuvo multiples rondas de duplicacion que le permitio

su especializacion (Grove et al., 2009). Similar al TFEB en los mamifero, HLH-30 se




une a cajas E para regular la expresién de genes involucrados en la formacion del
autofagosoma vy flujo autofagico, como el de Igg-1/LC3, sqst-1/SQSTM1/p62 y
genes para la funcién lisosomal, como Imp-1/LAMP1, subunidades de ATPasas
vacuolares (vha-15,vha-16), sulfatasas sul-2/ASRA y diversas catepsinas (Figura 4)

(Napolitano & Ballabio, 2016).
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Figura 4. TFEB regula el proceso autofagico-lisosomal. TFEB regula genes que codifican proteinas para la
formacion y elongacion del fagoéforo (ATG 9, WIPI, LC3), reconocimiento de la carga (SQSTM1), fusion de
membrana (VPS 11, VPS18, LAMP1) y diversas catepsinas asi como enzimas lisosomales encargadas de la
degradacion de componentes celulares.Imagen tomada y modificada de (Lapierre et al., 2013a).

Estudios recientes han observado que HLH-30 no solo regula el metabolismo de
lipidos en forma similar a TFEB de mamiferos, sino también modula a otros
procesos fisioldgicos como longevidad y la respuesta inmune (O'Rourke & Ruvkun,
2013; Visvikis et al., 2014). Asi, TFEB/HLH-30 media mecanismos celulares que
permiten a los organismos la obtencion de energia derivada de los lipidos de
almaceén, estableciendo una estrecha comunicaciéon con la funcion lisosomal para

mantener la homeostasis energética.




4. Otros reguladores del proceso Autofagico- lisosomal
4.1 EIl Calcio lisosomal estimula la autofagia

Como se ha expuesto anteriormente, los lisosomas son los organelos encargados
de la degradacion de un amplio espectro de sustratos, convirtiéndolos en la principal
maquinaria para generar y reciclar componentes celulares que genera energia. Sin
embargo, otra funcion lisosomal, subestimada en el pasado, es su capacidad para
almacenar calcio (Ca?*), puesto que en la membrana lisosomal estan presentes
diversas canales de calcio. Estudios relacionados con el Ca?* y la expresion
genética, indican que el Ca?" regula la actividad de diversos factores
transcripcionales a través de la induccién de cinasas y fosfatasas dependientes de
calcio (Tong & Song, 2015). Interesantemente, un estudio realizado por Medina et
al mostré que el calcio lisosomal puede regular a la autofagia a nivel transcripcional
(Medina et al., 2015). El mecanismo de activacion de la autofagia por calcio propone
que la calcineurina, una proteina fosfatasa dependiente de calcio, se activa
principalmente por el incremento en los niveles de calcio liberado del lisosoma, que
en consecuencia defosforila a los residuos de Serina 142y 211 (Ser 142 y 221) de
TEFB y asi promueve su entrada al nucleo y finalmente la autofagia (Medina et al.,
2015). De forma similar, el ayuno a través de la potenciacion de la liberacion de Ca?*
proveniente del lumen lisosomal via la proteina MCOLN1/TRPML1, un trasportador
dependiente de iones lisosomales, activa la autofagia, mientras que la mutacién de
MCOLN1/TRPMLA1 evita la translocacién de TFEB y la concomitante activacién de

la autofagia (X. Zhang et al., 2016).




4.2 EI NAD* estimula la autofagia
La nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD*) es una coenzima que participa en
diversas rutas metabodlicas como aceptora de electrones cuando se encuentra en el
citoplasma o mitocondria (Figura 5). Sin embargo, cuando se localiza en el nucleo,
actua como sustrato de enzimas consumidoras de NAD", tales como las sirtuinas
(deacetilasas de histona), la ADP ribosa transferasa, poli ADP ribosa polimerasa

(PARP), las dos ultimas participan en la reparacion de dano al DNA (Belenky et al.,

2007).
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Figura 5. Via de reciclaje (salvamento) de NAD* en mamiferos e invertebrados. Las enzimas consumidoras
de NAD* generan NAM (Nicotinamida) a través de su hidrdlisis. La NAM es reciclado para formar NAD * de
forma similar tanto en mamiferos (Flecha azul) como en invertebrados como el C. elegans (flecha roja).(Vrablik
et al,, 2009).

La sintesis de NAD* puede llevarse a cabo a partir de precursores como la
nicotinamida ribosa, nicotinamida (NAM) o la niacina (vitamina B3), o sintetizarse

de novo a través de triptofano (Figura 5). La sintesis ocurre en varios pasos, en el




primero, la NAM, que en mamiferos es el principal precursor de NAD*, sufre ataque
nucleofiico por la enzima nicotinamida fosforibosiltransferasa (NAMPT) generando
nicotinamida mononucleétido (NMN), seguidamente, ésta molécula sera convertida
a NAD* via la enzima acido nicotinico/nicotinamida adenililtransferasa (NMNAT)
(Figura 5) (Vrablik et al., 2009; Yoshino & Imai, 2013).

Interesantemente, el genoma de organismos invertebrados -incluyendo el C.
elegans- codifica para una nicotinaminidasa (PNC-1) en vez de una transferasa
(Vrablik et al., 2009), por lo que el primer paso de la reacciéon para generar NAD*
sera la conversion de la NAM en acido nicotinico, el cual posteriormente se
convertira en acido nicotinico mononucleétido mediante la acido nicotinico
fosforibosiltransferasa (NaPRT), subsecuentemente Ila acido nicotinico/
nicotinamida adenililtransferasa (Na/NMNAT) originara acido nicotinico dinucleétido
que finalmente sera convertido a NAD™ por la NAD sintasa (Houtkooper et al., 2010).
Cabe senalar que a pesar de que la NAMPT vy la nicotinaminidasa son enzimas
distintas, ambas poseen funciones equivalentes en la generaciéon de NAD™* a partir
de la NAM (Figura 5) (Vrablik et al., 2009; Yoshino & Imai, 2013).

En 2015, Baixauli, et.al. reportaron que la mitocondria y el estado redox celular,
especificamente el par redox NAD*/NADH juegan un papel importante en el proceso
de fusiéon del fagosoma con el lisosoma. Especificamente, células deficientes del
factor transcripcional TFAM, conduce a una disfuncién mitocondrial que disminuye
no solamente la funcién de la cadena respiratoria, sino que también a los niveles de
NAD* y la movilizacion de Ca?* lisosomal; que en conjunto genera un trafico anormal
de lipidos y acumulacién de mitocondrias dafadas, las cuales no pueden ser

removidas debido a alteraciones en fases tardias de la autofagia. Ademas, los




mismos autores también sefialan que la adicion extracelular de NAD*
eficientemente activa a TFEB y sus genes blanco como respuesta al estrés

lisosomal y promueve la sobrevivencia celular (Baixauli et al., 2015).
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Metabolismo y regulacion del NAD* en la autofagia. En mamiferos, el NAD* puede sintetizarse de novo a
partir del triptéfano o por precursores (via de salvamento) a partir de la vitamina B3 (niacina, NA, NAM y NR).
Su metabolismo se ha asociado a la regulacién de la autofagia mediante diversas vias. La homeostasis del par
redox NAD*/NADH influye sobre diversas sefales (glucdlisis, ciclo de Krebs, Cadena Transportadora de
Electrones y p—oxidacién de acidos grasos) que controlan rio arriba la autofagia. Imagen tomada y modificada
de (D. X. Zhang et al., 2016).

El complejo | mitocondrial es esencial para el mantenimiento de los niveles
NAD*/NADH mediante la NADH deshidrogenasa, un desbalance del estado redox
NAD*/NADH provocado por mutaciones en alguna de las subunidades del complejo

| estan relacionadas con una autofagia defectiva lo cual se ve reflejado por la




acumulacién de la proteina p62, por lo que es plausible suponer que la biogénesis
y funcionalidad lisosomal no solamente son regulados a nivel transcripcional y
postraduccional, sino que también por el nivel intracelulares de NAD*/NADH (Figura

6) (Mimaki et al., 2012).

5. Autofagia en la enfermedad
Como se describié previamente, la autofagia actia como mecanismo protector en
respuesta a varias condiciones de estrés, y que es esencial para la sobrevivencia
en condiciones fisiologicas. Dada ésta importancia, no es de sorprenderse que su
desregulacion provoca diversas enfermedades humanas (Luzio et al., 2007). Si bien,
las caracteristicas de las enfermedades provocadas por la ineficiente autofagia no
se abordaran a detalle en este trabajo, s6lo mencionaremos algunas de importancia
clinica. Las enfermedades de Gaucher o Niemann Pick estan intimamente
relacionados con un proceso de degradacion ineficiente por parte de los lisosomas,
entre otras cosas, se caracterizan por tener elevada acumulacion de sustratos no
degradados o al almacén anormal de lipidos como esfingomielina, triacilglicéridos,
glicoesfingolipidos, o esfingosinas (Baixauli et al., 2015). Otro rol importante de la
autofagia es la de mantener la funcion cardiovascular en condiciones 6ptimas,
evidencias indican que la desregulacion de la autofagia impacta negativamente en
la funcién cardiovascular, probablemente por aumento de la via de sefalizacion de
mTORC1 (J. C. Choi et al., 2012). En enfermedades metabdlicas, como la obesidad
y diabetes, la autofagia también influye de manera muy importante. Especificamente,
estudios realizados en ratones que tienen delecion del gen ATG7 (no se forma el
autofagosoma) tienen sintomas de pacientes diabéticos tipo |, por ejemplo, bajos

niveles de insulina, hiperglicemia y reducidos niveles de células beta pancreaticas




(Quan et al., 2012). En suma, es de resaltar la importancia que tiene el proceso
autofagico en respuesta a estrés celular para mantener la homeostasis metabdlica
bajo condiciones fisiolégicas. Mutaciones en genes que forman parte de la
maquinaria autofagica, tiene un papel importante durante la patogénesis de varias
enfermedades humanas, por lo que las investigaciones en muestras humanas o
modelos animales, tanto vertebrados como invertebrados; por ejemplo, en
nematodo C. elegans, podrian proporcionan una vision profunda de los proceso

patolégicos y la funcion de la autofagia.

6. Caenorhabditis elegans, organismo modelo para el estudio de la
autofagia

Diversos modelos animales se han empleado para estudiar los mecanismos por los
cuales la autofagia y la longevidad estan relacionados, entre los cuales destaca el
C. elegans, organismo propuesto en la década de 1960 por el Bidlogo molecular
Sydney Brenner para el estudio del desarrollo y de la neurobiologia (Brenner, 1974).
C. elegans es un nematodo de vida libre, que ofrece ventajas particulares para
estudiar los mecanismos de autofagia a nivel de todo el organismo. Es una especie
hermafrodita, que se cultiva facilmente y se mantiene en el laboratorio. Es
transparente, lo que permite la visualizacion microscopica de células especificas y
estructuras subcelulares. C. elegans completa su ciclo de vida en un lapso de tres
dias, y su periodo de vida es de 21 dias, caracteristica que permite el estudio de la
longevidad. Es importante destacar que el linaje de sus 959 células del nematodo
adulto esta completamente descrito y es invariable entre ellos. Su desarrollo consta
de cuatro estados larvarios antes de convertirse en adulto gravido; los adultos son

generalmente hermafroditas, aunque una pequefia parte de la poblacion (<0.5%)




suelen ser machos. Cada nematodo hermafrodita es capaz de producir hasta 300
embriones, siendo esta caracteristica una ventaja debido a que con pocos
ejemplares se pueden obtener grandes poblaciones de nematodos. EIl
mantenimiento de C. elegans es relativamente sencillo y de bajo costo, en parte
debido a su tamafo pequefio (1mm de longitud) y a que es capaz de crecer a un
amplio rango de temperatura que van desde los 12 a los 25°C. En el laboratorio, los
nematodos se mantienen en cajas Petri con medio NGM-lite sélido y se alimentan
con la bacteria, Escherichia coli OP50-1. Ademas, la informacion anatémica
detallada para todo el animal esta disponible y el diagrama de su red neuronal es
completa y totalmente conocida (Dittman, 2009). Finalmente, la disponibilidad de su
genoma completamente secuenciado ("Genome sequence of the nematode C.
elegans: a platform for investigating biology," 1998), junto con las metodologias
eficientes de genética avanzada, tales como la mutagénesis dirigida, la transgénesis
y la interferencia del RNA (RNAI), facilita enormemente la caracterizacién molecular
de genes y rutas metabdlicas (Fire et al., 1998). Estas caracteristicas excepcionales
como modelo de estudio de C. elegans, ha permitido la disecciéon detallada de los
mecanismos autofagicos en el contexto del desarrollo animal, la funcion del sistema
nervioso y la longevidad (Madeo et al., 2015). Las investigaciones de autofagia se
han facilitado en gran medida por el descubrimiento y caracterizacion de genes de
autofagia en levaduras y posteriormente en otros organismos, como la Drosophila
melanogaster, ratones y C. elegans (Glick et al., 2010). Este ultimo tiene un unico
ortélogo de la mayoria de las proteinas Atg de levadura, excepto para las proteinas

atg-4, atg-8 y atg-16 (Tabla 1).




Tabla 1. Genes de autofagia (ATG) en mamiferos y en C. elegans (Zhang et

al., 2015)
Funcion Gen de mamifero Gen homdélogo en C.
elegans
Cinasa Serina/treonina | ULK 1 Unc-51
implicada en el inicio de la
formacion de la membrana de
aislamiento
Proteina que interactia con ATG | ATG 2, ATG2B Atg-2
18
Enzima similar a E2 ATG 3 Atg-3
Cisteina Proteasa ATG 4, ATG4B, ATG4C, ATG4D Atg.4.1
Atg.4.2
Proteina la cual se conjuga con | ATG 5 Atg-5
Atg-12
Enzima similar a E1 ATG7 Atg-7
Proteina similar a ubiquitina que | LC3, GABARAP, Lgg-1
se conjuga con Lgg-2
fosfatidiletanolamina y se localia
en la membrana de aislamiento
Proteina transmembrana que | ATG9 Atg-9
proporciona membrana para la
formacion del autofagosoma
Proteina que conjuga Atg12 a | ATG 10 Atg-10
Atg5
Proteina similar a ubiquitina que | ATG 12 Lgg.3
se conjuga con Atg 5
Componente  del complejo | BECN1 Bec-1
VPS34
Nucleacion de membrana. PI3K | PIK3C3 Vps-34
envuelta en el inicio VMP1 Epg-3
EPG 5 Epg-5

En suma, la autofagia es un proceso celular que conduce el material citoplasmatico
a los lisosomas para su eventual degradacion, que se activa en respuesta a diversos

tipos de estrés celular y que esta evolutivamente conservado en organismos




eucariontes como C. elegans y mamiferos.

El conocimiento del proceso autofagico relacionado con enfermedades humanas ,
(Jiang & Mizushima, 2014), sugieren que el desarrollo de agentes farmacoldgicos
que modulan la autofagia es critico. Es de resaltar que los enfoques farmacolégicos
para activar o inhibir la autofagia también son necesarios porque la autofagia puede
desempefiar una funcion dual ya que puede proteger o destruir a las células en
diferentes enfermedades, incluso en diferentes etapas de las mismas enfermedades.
En este trabajo usamos a C. elegans como modelo de investigacion para evaluar el
papel de la autofagia sobre la longevidad de un organismo multicelular expuesto a

un exceso de glucosa.




7. Justificacion

El aumento en la ingesta de carbohidratos por la sociedad actual ha traido como
consecuencia el desarrollo de diversas enfermedades relacionadas con el
metabolismo energético como la diabetes y obesidad. Ambas enfermedades han
propiciado una significativa disminucién de la esperanza de vida de los individuos.
De hecho, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que, en 2012 la
diabetes y sus comorbilidades fue la causa de muerte de alrededor de 3.5 millones
de personas menores de 70 anos de edad. Adicionalmente, estas enfermedades
también impactan la economia mundial, puesto que la saturacion de los servicios
de salud ha incrementado los costos de inversion en salud publica.

A nivel celular, el proceso autofagico, es un mecanismo evolutivamente conservado,
requerido para mantener la homeostasis metabdlica y para favorecer la extensién
de la longevidad que podria ser un blanco de manipulacion farmacologica que
coadyuve a mejorar la vida sana de los organismos alimentados con dietas ricas en
carbohidratos. Por lo tanto, entender los mecanismos moleculares subyacentes del
proceso que controlan la longevidad y la vida saludable relacionada con la autofagia
resulta prioritario. En este trabajo estudiaremos la relacion que existe entre éstos
dos procesos, determinando si el proceso autofagico esta desregulado durante una
ingesta elevada de carbohidratos y discerniremos el mecanismo molecular que
subyace los efectos adversos que provoca el aporte de alta glucosa en C. elegans,
lo que nos permita proponer un posible blanco terapéutico que mejore la vida

saludable de los organismos.




8. Hipotesis

El exceso de glucosa reduce la longevidad en el nematodo C. elegans debido a la
disminucién del flujo autofagico mediado por el factor transcripcional HLH-30/TFEB

y por los niveles de NAD* .

9. Objetivo general
Determinar si la disminucién de la longevidad por un exceso de glucosa se debe a
la desregulacién del proceso autofagico dependiente de HLH-30/TFEB asociado a

los niveles de NAD™ en el nematodo C. elegans.

9.1 Objetivos particulares
e Determinar el efecto que tiene la administracion de una dieta con alta glucosa

sobre la longevidad del nematodo C. elegans.

e Establecer si el exceso de glucosa en la dieta afecta el proceso autofagico

dependiente del factor transcripcional HLH-30/TFEB en C. elegans.

e Evaluar si los cambios en las concentraciones de NAD* debido al exceso de

glucosa afectan el proceso autofagico.




10.Materiales y métodos
10.1 Mantenimiento, cultivo y cepas de C. elegans.

Las cepas de C. elegans: la N2 Bristol (cepa silvestre), HLH-30::GFP (MAH235),
bec-1 (vc517, que tiene una delecion del gen bec-1, alelo bp613) y LGG-1::DFP
(DLM1) se obtuvieron del Caenorhabditis Genetics Center (CGC). Todas las cepas
se mantuvieron a 20°C, en medio NGM-lite sélido (Nematode Growth Media) que
contenia 2g de NaCl, 4g de bactotriptona, 3g de KH2PO4, 0.5g de eK2HPO4, 0.0085
g de colesterol, 30g de agar y disueltos en 1 L de H20 bidestilada. Los nematodos
se alimentaron con la bacteria E. coli OP50-1 (auxétrofa de uracilo) la cual provenia
de un cultivo a 37°C en medio liquido de Luria Bertani (10 g de Bacto triptona, 5g

de Bacto yeast, 5g de NaCl, 200 ul de NaOH 5N).

10.2 Obtencién de poblaciones sincronizadas de C. elegans
La sincronizacion de nematodos se realiza con el objetivo de que todos los
organismos utilizados en los experimentos se encontraran en el mismo estadio
larval. Para este fin, a cajas Petri de 100 mm que contenia aproximadamente 1x10°
de nematodos gravidos, se lavaron tres veces con Buffer M9 (6g Na2HPO4, 3g
KH2PO4, 5g NaCl, 1 uL MgSO4 1M y H20 hasta 1 L) para eliminar el exceso de
bacterias; en cada lavado, los nematodos se centrifugaron a 1000 rpm por 1 minuto.
Al pellet de gusanos obtenido, se le adiciond una solucién de lisis que contenia
300 pL de NaClO y 150 uL de NaOH 5N, y se agité vigorosamente con el vortex por
aproximadamente 3 minutos. Al termino de este tiempo, se realizd otra
centrifugacion (1000 rpm por 1 minuto) y se obtuvo el pellet que contiene los
embriones, a los que se les realizé 3 lavados con buffer M9. Para la obtencion del

cultivo sincronizado, se permitié la eclosion de los embriones en buffer M9 durante




24 horas a 20 °C. Después de este tiempo, los nematodos se desarrollaron hasta el
estado larval L1 y posteriormente se colocaron sobre NGM-lite sdélido con E. coli
OP50-1 (como fuente de alimento) y se crecieron hasta el estado larvario L4 (adultos
jovenes). En el estadio L4 se realizaron los experimentos en las condiciones

requeridas.

10.3 Condiciones experimentales
Después del crecimiento de los nematodos hasta estadio larval L4, éstos se
colocaron durante 24 horas o 30 dias aproximadamente (para los ensayos de
longevidad) en cajas Petri de 35mm con 3 mL de NGM sdélido suplementado con
glucosa y fluorodesoxiuridina (FUDR) a una concentracion final de [100mM] y
[49.5mM]) respectivamente. La glucosa fue esterilizada por filtracion con una

membrana de 0.2um.

10.4 Ensayos de longevidad
Los ensayos de longevidad se realizaron colocando de 20 a 25 nematodos
sincronizados en el estadio larval L4 por cada condicion experimental. Los
nematodos se contabilizaron diariamente, y se transfirieron a cajas nuevas cada
tercer dia. Los nematodos se consideraban muertos sino respondian al toque con

el asa de platino. Estos ensayos se realizaron por quintuplicado.

10.5Extraccion de RNA total y andlisis por RT-gPCR
Los nematodos de cada condicion experimental fueron recolectados con buffer M9
e inmediatamente congelados en nitrogeno liquido y se almacenaron a -70°C.

Previo a la extraccion del RNA total, los nematodos se lisaron con la proteinasa K.




Brevemente, a un pellet de aproximadamente 1x10° nematodos se le adiciond una
solucion que contenia 2mg/ml de proteinasa K (Boehringer-Ingelheim, cat
83421535-55) y se incubd a 60 °C por 10 minutos, durante este tiempo se realizaron
3 agitaciones vigorosas (con vortex). Al termino de ese tiempo, la proteinasa K se
inactivo por calentamiento a 90°C durante 5 minutos. La extracciéon de RNA total se
realizd por el método de TRIzol® (Ambion® 15596) de acuerdo al protocolo del
fabricante y se cuantific6 en un NanoDrop® a 260nm. EI DNA complementario
(cDNA) fue generado empleando la enzima M-MLV transcriptasa reversa
(Invitrogen™ cat 28025-021) y hexameros aleatorios (Invitrogen™ cat 28025-021)
con base al protocolo del fabricante. El analisis de la expresion de los diferentes
MRNAs se realizd6 empleando diferentes sondas Tagman®: para hlh-30 (cat
4351372), Igg-1 (cat. 4331182), pgp-2 (cat. 4351372), unc-51 (cat. 4351372), Imp-1
(cat. 4351372) por PCR en tiempo real (qQPCR) empleando un sistema de deteccién
de éstas en el equipo StepOne™ System mediante el StepOne™ Software v2.2. El
nivel de expresion de los diferentes RNAs mensajeros fueron normalizados al del
gen endogeno 18S rRNA (Eukaryotic 18S rRNA 4319413E) y las veces de cambio

se calcularon siguiendo el método de Livak (2-AACT) (Livak & Schmittgen, 2001)

10.6 Analisis por microscopia confocal
La localizaciéon subcelular del factor transcripcional HLH-30::GFP, se realizd
siguiendo el protocolo de fijacion de Ed. Harlow (Harlow & Lane, 2006), brevemente
los nematodos fueron recolectados con buffer M9, y fijados con un buffer que
contenia 50% metanol, 1M de EGTA ,10Mm de espermidina, 4% de
paraformaldehido. La fijacion de los nematodos se realizé congelando (en nitrégeno

liquido) y descongelando (en bafo Maria a 57°C) tres veces. Posteriormente, las




muestras se almacenaron a 4°C durante 17 h. Transcurrido este tiempo, se descarto
el sobrenadante y se lavé con PBS-triton 0.05% y se adicion6 buffer de lavado (DTT
200 mM, borato de sodio 20 mM pH=9.6, Triton X-100 10%), se incub6 durante 1
hora a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se descarté el sobrenadante y
se adicion6 0.3% H202 en 20mM borato de sodio por 15 min. Finalmente se
realizaron tres lavados con PBS-Triton 0.05%. Para la tincién de los nucleos con
4',6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), se adicionaron 5SuL de colorante (2uL/mg) y se
incub6 por 10 min protegido de la luz. Los nematodos tefiidos se colocaron en
portaobjetos cubiertos con una capa de agarosa al 2% y se observaron en
microscopio confocal FlowView ™ 1000 de Olympus®. La obtencién de las
imagenes se realizo con el objetivo 60X.
10.7 Determinacion de NAD+ por HPLC

La cuantificacion de NAD®, se realiz6 mediante el protocolo de Yoshino et al
(Yoshino & Imai, 2013). Alrededor de 1X10° nematodos N2 fueron recolectados y
lavados tres veces con buffer M9 e inmediatamente congelados con nitrégeno
liquido y almacenados a -70 °C. La extraccion del NAD*, se realiz6 mediante una
extraccion acida con 1.6M de HCIO4, mediante homogenizacién mecanica de tres
ciclos durante 30 segundos en hielo. Posteriormente, el homogenado se centrifugd
a 20000g/15min/4°C y el sobrenadante fue transferido a tubos eppendorf de 1.5 ml
y se neutralizé con 3M K2COs. La mezcla se agitd vigorosamente y fue centrifugada
a 20000g/15min/4°C para sedimentar las sales. El sobrenadante neutralizado se
utilizd para determinar el contenido de NAD* mediante sistema HPLC. Las
condiciones para la medicion son las siguientes: La fase mévil constd de acetonitrilo

y agua con 0.1% de Acido Trifluoroacético (TFA) que se formd en dos reservorios




independientes, en uno se coloc6 0.1% de TFA en agua (Buffer A) y en otro 0.1%
de TFA en 100% acetonitrilo (Buffer B). La velocidad de flujo fue de 1mL/min y las
condiciones de corrida fueron de 0-5min de gradiente lineal con 100% Buffer Ay de
5 a 32.5 min y gradiente lineal a 100% de Buffer A de 32.5-35 min.

Las muestras fueron procesadas en Sistema HPLC Shimadzu™, una bomba LC-10
AT VP, acoplado a un detector UV/vis. Para la determinacion se emple6 una

columna SUPELCOSIL ™LC-18T HPLC column.

10.8 Deteccidn del flujo autofagico por Western blot
Los nematodos de cada condicidon experimental se recolectaron con buffer M9 y se
congelaron en nitrogeno liquido. La extraccién de proteina se realizO mediante
homogenizacion mecanica empleando buffer de lisis (HEPES 50mM, KCI 50mM,
EDTA 1mM, EGTA 1Mm y Triton X-100 al 0.1% ) suplementado con inhibidores de
proteasas (PMSF 0.2mM, NAF 1mM, DTT 1mM, Ortovanadato 1mM, NAPPi 5mM,
Complete 1x). Las proteinas se cuantificaron por el método de Bradford, utilizando
albumina sérica bovina (BSA) como estandar y posteriormente se procedid a
preparar las muestras con buffer de carga 2x que contenia mercaptoetanol al 10%.
Se cargd 30 ug de proteina total, las cuales fueron separadas mediante SDS-PAGE
en un gel 12%. Las condiciones de corrida fueron 125 volts/1°20”. La transferencia
se realizé en membranas de nitrocelulosa 0.45um; se bloqued durante 18 horas con
leche semidescremada al 5%. La membrana se incub6 con anticuerpo anti-GFP
policlonal de conejo (Thermofisher ™) en dilucion 1:500 para la deteccién de mFP
(proteina fluorescente monomérica) o dGFP (proteina fluorescente verde dimérica)

durante una hora. Se incub6 1 hora con anticuerpo secundario anticonejo conjugado




con peroxidasa (Cell signalling ™) en dilucion 1:2000. La deteccién se llevé a cabo
empleando el sustrato quimioiluminiscente (Immobilon™). La membranas se
sometieron al equipo Fusion Mx, Vilber Quantum para detectar las proteinas de

interés.




11.Resultados

La glucosa en la dieta disminuye la longevidad de C. elegans

C. elegans se ha utilizado como modelo para evaluar los mecanismos que afectan
la longevidad ante diversas condiciones de estrés celular (Munoz, 2003; Park et al.,
2009; Zhou et al., 2011), sin embargo, aun no son del todo entendidos de los
mecanismos subyacentes que se afectan por la alta concentracion de glucosa.
Trabajos previos han mostrado que altas concentraciones de glucosa afectan la
longevidad del nematodo (Lee et al., 2009), sin embargo, nosotros decidimos
corroborar dichos hallazgos. Para este fin, los nematodos de la cepa silvestre N2 se
crecieron en cajas de cultivo que contenian una capa de E. coli OP50 (dieta
estandar para C. elegans) control y otra, ademas de la E. coli, se le adicion6 100mM
de glucosa y evaluamos la sobrevivencia a 20 °C.

Nuestros resultados confirman los datos previos, encontrando que la longevidad de
los nematodos N2 disminuyé significativamente (hasta de un 35%) por la alta

concentracion de glucosa, al pasar de 28 a 18 dias, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. La glucosa en la dieta disminuye la longevidad de Caenorhabditis elegans. La glucosa se
administré a una concentracion de 100mM y los nematodos se cambiaron de caja cada tercer dia. (n=3)
Analisis Sobrevivencia Kaplan-Meier Survival Analysis. GraphpadPrism Software

La disminuida longevidad por glucosa esta mediada por la autofagia

La autofagia es un proceso multifacético que paradoéjicamente se ha reportado tanto
promotor de la sobrevivencia como de la muerte celular. Para determinar si la
autofagia esta implicada en la reduccion de la esperanza de vida mediada por
glucosa en C. elegans (Figura 7), evaluamos la longevidad en animales con
reducida autofagia debido a la mutacién del gen bec-1,que codifica para la proteina
beclina, el ortélogo de BECN1/Beclin 1 en humano el cual promueve la formacién
del autofagosoma (Ruck et al., 2011).

En concordancia con datos previos, se encontré que la mutante de BEC-1 tiene una




marcada reduccion de su longevidad media en comparacién con los de la cepa
silvestre N2 (Figura 8). Esta reduccion fue de aproximadamente 25 %,
modificandose de 31 a 23 dias (Figura 8). Sin embargo, la cepa mutante de BEC-1
expuesta a la dieta con alta glucosa no disminuye aun mas su longevidad (Figura
8), sugiriendo que la autofagia podria ser responsable de la muerte temprana de los

organismos en condiciones de elevada glucosa en la dieta.
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Figura 8. Disminuida longevidad por glucosa es mediada por la autofagia. La cepa bec-1, que tiene
suprimida la autofagia, ya no reduce aun mas la longevidad por el tratamiento de glucosa, sugiriendo que la
autofagia es la responsable de la reducida longevidad por glucosa en C. elegans.




Dieta alta en glucosa induce la activacion del factor transcripcional HLH-
30/TFEB

El factor transcripcional HLH.30/TFEB es un regulador evolutivamente conservado
que promueve la longevidad a través de la autofagia y la biogénesis lisosomal en C.
elegans. Dado que la glucosa disminuye la longevidad, fue plausible hipotetizar que
la dieta alta en glucosa podria afectar su localizacién celular.

Para determinar el efecto de la glucosa sobre HLH-30/TFEB, nosotros evaluamos
animales transgénicos que expresan la proteina verde fluorescente (GFP) que esta
bajo control del promotor de HLH-30 (HLH-30::GFP), en condiciones de alta glucosa
por 24 h. Inesperadamente, los resultados muestran una prominente induccién de
la localizacién nuclear de HLH-30::GFP en condiciones de alta glucosa comparado
con la dieta sin glucosa (Figura 9 y 10 A). Estudios previos han reportado que HLH-
30/TFEB es capaz de auto activarse en respuesta a nutrientes (O'Rourke & Ruvkun,
2013). Por esta razén se evalué la expresion de su RNA mensajero, obteniendo que
similar con la aumentada translocacion nuclear de HLH-30/TFEB, los nematodos
con la dieta alta en glucosa también incrementa, mas de dos veces, la expresion del
RNA mensajero de HLH-30/TFEB (Figura 10 B). Estos resultados sugieren que
elevada concentracion de glucosa podria activar a la autofagia, via la translocacion

nuclear del HLH-30/TFEB.
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Figura 9. HLH-30::GFP modifica su localizacion celular y expresion en respuesta a alta glucosa. Imagenes
representativas de nematodos transgénicos de HLH-30 con la proteina verde fluorescente (GFP).
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Figura 10. HLH-30::GFP modifica su localizacién celular y expresion en respuesta a alta glucosa. A) Grafica que
representa el porcentaje de nematodos con HLH-30 en el nucleo y citoplasma. B) Expresién de HLH-30 en respuesta a
glucosa.”*p<0.001 contra grupo control . ANOVA, Bonferroni post test. GraphpadPrism Software.




Dieta alta en glucosa eleva la expresién de genes asociados a autofagia

Para confirmar la activacion del factor transcripcional HLH-30/TFEB, se determiné
la expresion de genes relevantes para la autofagia y que son blancos positivos de
HLH-30/TFEB, asi determinamos los niveles de expresiéon de los diferentes RNA
mensajeros para los genes Igg-1, unc-51, Imp-1y pgp-2, respectivamente, mediante
gRT-PCR.

Los resultados se muestran en la figura 11, y se observa que la dieta alta en glucosa
incrementd en forma similar la expresion de cada uno de los genes: Igg-1, unc-51,
Imp-1 y pgp-2, que estan involucrados en la formacién del fagosoma (Igg-1, unc-
51,) y de los lisosomas (Imp-1y pgp-2). El aumento de la expresion de estos genes
correlaciona con la ubicacién nuclear de HLH-30/TFEB por la dieta alta en glucosa.
Este efecto es similar a lo observado por O'Rourke et al, aunque en condiciones
metabdlicas diferentes (O'Rourke & Ruvkun, 2013). En conjunto dichos hallazgos
sugieren que la glucosa, a través de HLH-30/TFEB, ejerce un control positivo a nivel
transcripcional de los genes de autofagia, y posiblemente se vea reflejado en la
activacion del proceso autofagia que, sin embargo, no da lugar a un aumento de su

longevidad.
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Figura 11. Alta glucosa aumenta la expresion de genes relacionados al proceso autofagico-lisosomal.
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Anadlisis por gqRT-PCR indican incremento en la expresion de genes marcadores de autofagia. Las barras
representan el promedio del error estandar de tres replicas bioldgicas relativas a la muestra control. (n=3),
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 contra grupo control . ANOVA, Bonferroni post test. GraphpadPrism Software.




HLH-30/TFEB estimula la biogénesis lisosomal

A continuacién, investigamos el rol de HLH-30/TFEB en la biogénesis de los
lisosomas, que como se menciono en los antecedentes, HLH-30/TFEB se une al
elemento CLEAR en los promotores de los genes lisosomales (Sardiello et al., 2009).
Para evaluar si existe una asociacion entre la expresion aumentada, en condiciones
de alta glucosa de HLH-30/TFEB y genes lisosomales Imp-1 y pgp-2, con la
biogénesis de los lisosomas, nosotros semi-cuantitativamente evaluamos la
cantidad de los lisosomas mediante tincidn especifica con los colorantes lysotracker
y el rojo de Nilo. Como se muestra en la figura 12 Ay B, los nematodos crecidos con
alta glucosa tienen mayor tincion de ambos colorantes, indicando un aumento en la
cantidad de los lisosomas. Asi, elevada concentracion de glucosa causa aumento
de los lisosomas y sugiere que existe la maquinara necesaria para llevar a cabo el

proceso autofagico-lisosomal.
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Figura 12. Alta glucosa aumenta la biogénesis lisosomal. A) Las imagenes de fluorescencia de nematodos
vivos cultivados en dos colorantes especificos de lisosomas, lysotracker (verde) y Rojo de Nilo (rojo), en
presencia de glucosa. B) Semicuantificacion de las imagenes de fluorescencia en (A) con el software ImageJ.
La intensidad de la fluorescencia (mostrada como unidades arbitrarias) se normalizaron a la condicion control
(A.U., unidades arbitrarias). **p<0.01 contra grupo control . ANOVA, Bonferroni post test. GraphpadPrism
Software




La dieta alta en glucosa aumenté el contenido de NAD*

Anteriormente se demostré que la suplementacion con precursores de NAD®, tales
como la nicotinamida mononucleétido (NAM), promueve la longevidad del C.
elegans o ratones (Mouchiroud et al., 2013). Sin embargo, las razones de este
efecto aun no son bien entendidas. Interesantemente, Baixauli et. al., mostraron que
la homeostasis de NAD* correlaciona con la autofagia (Baixauli et al., 2015) y dado
que la dieta alta en glucosa disminuye la longevidad, fue plausible suponer que la
glucosa podria afectar negativamente la concentraciéon de NAD®. Por lo tanto,
nosotros determinamos el nivel de NAD*, mediante HPLC, en nematodos crecidos
con alta glucosa durante 24 h. Inesperadamente, nuestros resultados mostraron que
el nivel de NAD* aumenté significativamente por la exposicion a dieta alta en
glucosa respecto a la condicion control (Figura 13). Estos resultados son
consistentes con el aumento del factor transcripcional HLH-30/TFEB y los genes de
autofagia, sin embargo, no explica la reducida longevidad que provoca el exceso de

glucosa en C. elegans, y sugiere un efecto a nivel del flujo autofagico.
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Figura 103. Alta glucosa aumenta la concentracion intracelular de NAD*. Nematodos N2 se cultivaron en
100mM de glucosa por 24 h y el nivel de NAD*se determiné mediante HPLC. La concentracion de NAD* se
normalizaron a la condicién control.




La dieta alta en glucosa aumento el flujo autofagico

Un ensayo ampliamente usado para determinar la activacion de la autofagia, es
mediante la cuantificacion de la acumulacién de la proteina LC3, LGG-1 en C.
elegans, en los autofagosomas como “puntos” fluorescentes (Alberti et al., 2010).
Basados en lo anterior, se determin6 el flujo autofagico empleando una cepa
transgénica de C. elegans que lleva la GFP fusionada a la proteina LGG-1
(LGG1::GFP). Como se muestra en la figura 14, la glucosa increment6 la cantidad
de LGG1::GFP (puntos fluorescentes), sin embargo los resultados no son del todo
concluyentes.

En la literatura existen evidencias que indican que los ensayos de fluorescencia
para determinar el flujo autofagico pueden tener errores de interpretacion. Por lo
anterior, Chapin et al desarrollaron un método en el que fusionaron a la proteina
LGG-1 con dos proteinas verdes fluorescentes, cuya unién (linker) es sensible a
proteasas lisosomales (Chapin et al., 2015). Durante la degradacion, las proteasas
hidrolizan al linker de las proteinas fluorescentes y generan proteinas monoméricas
(mFP) que son resistentes a proteasas las cuales pueden ser identificadas con
anticuerpos anti-FP; ademas mediante este método también se puede identificar la
proteina dimérica (dFP::LGG-1). Por lo tanto, el incremento de la relacion entre la
mFP/dFP::LGG-1 es indicativo de un flujo autofagico incrementado (Chapin et al.,
2015). Para determinar si la elevada concentracion de glucosa altera el flujo
autofagico, nosotros semi-cuantitativamente evaluamos la relacién entre las bandas
dFP y mFP. Como se muestra en la figura 15, la relacion mFP/dFP::LGG-1 aumentd

muy significativamente, indicando que los nematodos expuestos a alta




concentraciones de glucosa tienen incrementado significativamente el flujo

autoféagico.
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Figura 14. Alta glucosa incrementa la autofagia. Imagenes de fluorescencia representativas de nematodos
transgénicos de LGG-1::GFP. Las flechas indican puntos positivos de membranas autofagicas en la condicion
de alta glucosa.
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Figura 15. Alta glucosa aumenta el flujo autofagico. A) Westerm blot que muestra el incremento de la
proteina fluorescente monomérica (mFP), indicador del incrementado flujo autofagico, que proviene de la
proteina LGG-1::DFP (dimérica). B) Representa la cuantificacion entre la relacion de las bandas mFP/LGG-
1::DGFP-PE, con alta glucosa y es relativa a la condicién control. LGG-1::DFP, proteina LGG-1 fluorescente
dimetrica, LGG-1::DFP-PE: proteina LGG-1 fluorescente dimérica fosfatidiletanolamina, LGG-1::mFP proteina
LGG-1 fluorescente monomérica, mFP: proteina verde fluorescente monomérica. **p<0.01 contra grupo control .
ANOVA, Bonferroni post test. GraphpadPrism Software.




12.Discusion

La autofagia es un proceso intracelular catabdlico evolutivamente conservado, que
mantiene la homeostasis celular al remodelar y reciclar los componentes celulares
dafados. Se ha sugerido que la autofagia también desempena un papel importante
en la longevidad de diversos organismos como levadura, ratones y C. elegans (Glick
etal., 2010).

Especificamente, se concibe a la autofagia como un mecanismo pro-sobrevivencia
al proporcionar metabolitos resultantes de la degradacion de lipidos, proteinas,
aminoacidos etc, para generar energia metabodlica durante un estrés celular, sin
embargo, algunos reportes sugieren que la autofagia también puede promover la
muerte celular (Decuypere et al., 2011; Pei et al., 2015; S. Y. Yang & Winslet, 2011).
Como se describio en los antecedentes, altas concentraciones de glucosa pueden
disminuir la longevidad del C. elegans, sin embargo el mecanismo de este efecto
aun no es del todo claro. Inicialmente, nosotros hipotetizamos que la alta glucosa
suprimia la autofagia y por lo tanto la disminucién de la longevidad.
Inesperadamente, nuestros resultados mostraron que alta glucosa activa la
autofagia, a través de aumentar la expresion del factor transcripcional HLH-30/TFEB,
algunos de sus genes blanco: Igg-1, unc-51, pgp-2, y Imp-1, y también el flujo
autofagico como lo demostré el incremento de la proteina monomeérica fluorescente
(mFP) que proviene de la proteina dimérica (dFP::LGG-1), que es un indicador del
flujo autofagico, y que apoya la idea de la funcién dual de la autofagia.

La activacion de la autofagia bajo condiciones de estrés puede realizarse por
diversas vias de sefializacién celular, sin embargo, se ha reconocido al factor

transcripcional HLH-30/TFEB como un regulador maestro de los genes de autofagia




y biogénesis lisosomal (Sardiello et al., 2009). HLH-30/TFEB, es miembro de la
familia MiT, la cual esta conformada por otros tres factores altamente relacionados
con HLH-30/TFEB: MiTF, TFE3 y TFEC, que se unen al DNA en forma de
homodimeros o heterodimeros, al reconocer secuencias denominadas cajas E
(CACGTG) (Kuiper et al., 2004). Un analisis de las regiones promotoras de muchos
genes, revelaron que los genes lisosomales presentan uno o mas motivos de
alrededor de 10 pares de bases (GTCACGTGAC) los cuales presentan en su
secuencia una caja E ubicada principalmente 200 pares de bases rio arriba del sitio
de inicio de la transcripcion, este motivo se denomina CLEAR (Coordinated
Lysosomal Expression and Regulation) el cual es reconocido por el factor
transcripcional HLH-30/TFEB que es importante para estimular la autofagia y
mantiener la homeostasis celular (Sardiello et al.,, 2009). La funcion de HLH-
30/TFEB, fue descubierta en organismos sometidos a un estrés nutricional
(O'Rourke & Ruvkun, 2013). Bajo estas condiciones, HLH-30/TFEB induce la
expresion de genes para obtener energia metabdlica, dicha funcién esta
conservada desde C. elegans has los mamiferos (O'Rourke & Ruvkun, 2013;
Settembre et al., 2013).

Es comunmente aceptado que la glucosa inhibe la autofagia, en parte porque su
deprivacion modula la via de sefializacion dependiente de las proteinas AMPK y
mTOR, y como éstas participan en diversos proceso celulares, su
malfuncionamiento estd asociado a diversas patologias (Galluzzi et al., 2014). De
hecho, estudios realizados en la levadura Saccharomyces cerevisiae evidenciaron
que la glucosa induce protedlisis dependiente de autofagia (Delorme-Axford et al.,

2015) mientras que, contrariamente en mamiferos, la falta de glucosa también la




induce, consistente con la idea de que la glucosa tiene un efecto inhibidor sobre la
autofagia. Por lo tanto, estas evidencias indican una controversia del efecto que
provoca este sacarido sobre la autofagia.

En C.elegans y mamiferos, HLH-30/TFEB se transloca al nucleo en repuesta a la
deprivacion de nutrientes y desencadena la induccion de genes relacionados con la
autofagia y biogénesis lisosomal, mediante los cuales se ha propuesto se
incrementa la longevidad (Settembre et al., 2013). Basados en estos datos, era
plausible especular que alta concentracién de glucosa podria impedir la funcion de
HLH-30/TFEB y por ende no activar el proceso autofagico. Sorprendentemente,
nuestros resultados mostraron que los nematodos crecidos en alta glucosa
incrementan la ubicacion nuclear de HLH-30/TFEB. Estos resultados pueden ser
explicados desde que la adicion de altas concentraciones de sacarosa (glucosa y
fructosa) al medio de cultivo de células HelLa puede producir estrés lisosomal e
induce la expresion y translocacion de TFEB del citoplasma al nucleo (Pastore et
al., 2013; Sardiello et al., 2009). Esta observacion propone que la activacion
endogena de TFEB es una respuesta al estrés lisosomal. Estos hallazgos se
comprobaron posteriormente en modelos experimentales que cursan con estrés
lisosomal, por ejemplo, células provenientes de pacientes con enfermedad de
Huntington, una enfermedad caracterizada por la acumulacion de inclusiones
celulares de la proteina huntingtina, acumulacion de a sinucleina, que desarrolla
Parkinson, tienen acumulacién nuclear de TFEB (Raben & Puertollano, 2016).
Adicionalmente, se ha propuesto que el aumento de la translocacion de TFEB surge
como una respuesta adaptativa a diversas condiciones promotoras de estrés celular,

que incluyen exposicion a arsénico, a metales como el cobre o hierro y al estrés




oxidativo (Pena & Kiselyov, 2015). Interesantemente, Yu, et al propusieron que la
hiperglicemia induce la fragmentacién mitocondrial, provocando sobreproduccion de
ROS (Yu et al., 2006) que activa la autofagia. Este efecto se evalué mediante la
proteina LC3/ LGG-1 o de la cisteina proteasa (ATG 4). Ademas, los ROS derivados
de la alta concentracion de glucosa, aumentan los niveles de Ca?* citosdlico (Yu et
al., 2011) que concebiblemente fueron liberados de los lisosomas a través del canal
TRPML1 ubicado en la membrana del lisosoma o por liberacién de éste del reticulo
endoplasmico, otro organelo que sirve de almacén de Ca?* (Glover-Cutter et al.,
2013; X. L. Zhang et al., 2016). Por lo tanto, una consecuencia de la liberacién de
Ca?* por ROS explicaria la translocacién nuclear de TFEB, a través de su
desfosforilacion dependiente de calcineurina como previamente se ha reportado
(Martina et al., 2016). Consistente con la ubicaciéon nuclear de HLH-30/TFEB,
observamos que algunos genes representativos del proceso autofagico también se
incrementaron, indicando que la glucosa podria generar un estrés celular que activa
la maquinaria autofagica-lisosomal. Adicionalmente, la disfuncién mitocondrial esta
asociada con la disminucion de los niveles intracelulares de NAD* y desde que esta
coenzima es prolongevidad (Mouchiroud et al., 2013), en parte al regular la fusién
del fagolisosoma, es posible sugerir que exceso de glucosa reduciria los niveles
intracelulares de NAD* y por lo tanto el flujo autofagico, y que aun cuando la
maquinaria formadora del proceso autofago-lisosoma este activo no podria ser
funcional debido al desacople del flujo autofagico, lo que explicaria la reduccion de
la longevidad del nematodo con glucosa. Esta propuesta es apoyada por resultados
obtenidos por Baixauli et al quienes encontraron que células que tienen una

disfuncién mitocondrial debido a la falta del factor transcripcional Tfam, regulador




de genes mitocondriales, tienen ademas disminuida la actividad lisosomal la cual
puede ser restaurada eficientemente por la administracion exégena de precursores
de NAD* (NAM), es decir niveles elevados de NAD™ eficientemente aumentan la
fusién fagosoma-lisosoma e incrementa el flujo autofagico (Baixauli et al., 2015).
Basados en estos datos, se midieron los niveles de NAD* en nematodos crecidos
en alta glucosa, sin embargo nuestros resultados mostraron un aumento
significativo en dichos niveles, indicando que el flujo autofagico no estaba afectado,
y que no explicaba el incremento de la longevidad por glucosa.

Como ya se ha mencionado, la autofagia puede tener un papel dual, es decir que
puede promover tanto la sobrevivencia como la muerte de los organismos,
sugiriendo que los efectos de la activaciéon de la autofagia (sobrevivencia o muerte)
dependera del nivel de estrés con el cual cursen los organismos, es decir; en un
estrés moderado, éste puede ser contrarrestado por la autofagia, sin embargo, el
estrés severo la activa aun mas y coadyuva a la muerte celular. Este concepto es
apoyado por evidencias aportadas por Kang et. al., quienes mostraron que cuando
al C. elegans se le activa simultaneamente la autofagia por restriccion de nutrientes
y por mutacién genética, ocasiona un aumento excesivo de autofagia, provocando
la muerte prematura de los nematodos (C. Kang et al., 2007). Por lo tanto, la
potenciacion de la autofagia no fue protectora de la sobrevivencia, sino mas bien
contribuyo a la desregulacidon de la homeostasis celular y por lo tanto la muerte del
organismo. Este efecto dual de la autofagia también se ha reportado en 6rganos
como el higado, en donde se ha evidenciado que su activacion es esencial para
mantener funcionales las mitocondrias y controlar el nivel de estrés oxidativo y asi

prevenir carcinogénesis, sin embargo; si la carcinogénesis se establece, la




autofagia puede promover la enfermedad (Dash et al., 2016). En linea con nuestros
resultados, nosotros observamos que elevadas concentraciones de glucosa
incrementan elementos claves de la maquinaria autofagica-lisosomal, dentro de
éstos el regulador maestro HLH-30/TFEB vy el flujo autofagico, medido por la relacion
mFP/dFP::LGG-1 que incrementd hasta 3 veces. Estos resultados plausiblemente
explicarian la paradodjica disminucidn de la longevidad con el incremento de la
autofagia de C. elegans debido a altas concentraciones de glucosa.

Interesantemente, Martina et al han demostrado que TFEB forma parte de una via
que responde al estrés del reticulo endoplasmico (ER). En dicho estudio se encontrd
que TFEB se transloca al nucleo en respuesta al estrés del ER inducido por agentes
quimicos (Martina et al., 2016). La activacion de TFEB depende de PERK, una
cinasa que activa la via de respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) y de la
fosfatasa calcineurina que lo desfosforila para enviarlo al nucleo y asi activar la
autofagia y biogénesis lisosomal (Martina et al., 2016). Esta bien establecido que
cuando las células son incapaces de alcanzar la homeostasis en presencia de un
estrés prolongado, la via UPR pude inducir la muerte celular, inesperadamente la
presencia de un estrés de ER prolongado mediante tunicamicina demostré que el
TFEB es promotor de la muerte celular, ya que en la perdida de TFEB por mutacion
la disminuy6 considerablemente, sugiriendo que TFEB promueve apoptosis bajo
condiciones de estrés prolongado (Martina et al., 2016; Senft & Ronai, 2015). Este
hallazgo sugiere que la disminucion de la longevidad de C. elegans por glucosa,
podria deberse a que ésta provoca un estrés del ER y que la activacion de HLH-
30/TFEB que nosotros observamos aumentaria vias que conducen a la muerte

celular y concomitantemente la observada disminucion de la longevidad.




13.Conclusién
Contrario a lo reportado en la literatura respecto al papel pro longevidad que
representa la activacion de la autofagia, este trabajo evidencia que elevada
concentracion de glucosa actua como un potente inductor del proceso
autofagico. Ademas, la induccion de la autofagia esta mediada por el factor
transcripcional HLH-30/TFEB que contribuye a la muerte prematura del C.

elegans y revela una funcién no descrita de HLH-30/TFEB.
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