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Resumen

Las células germinales estan encargadas de mantener la continuidad de las
especies, al ser las unicas que se encargan de la reproduccion de los animales
estas células son de vital importancia en el organismo y su homesotasis debe ser
regulada por diversos mecanismos. La apoptosis de las células germinales se ha
conservado en la evolucidn y parece ser un proceso importante en la homeostasis
de las mismas. Diversas sefales pueden desencadenar apoptosis en la linea
germinal como diferentes tipos de estrés, tal es el caso del choque térmico, el
dafio al DNA o el ayuno. Cada via es controlada de manera independiente, por
ejemplo las MAPK controlan la muerte de las células germinales ante estrés
osmatico, choque de calor asi como estrés oxidativo, la via del dafio al DNA se
controla por la proteina CEP-1 que es homologa a p53. Finalmente la apoptosis
inducida por ayuno es controlada por LIN-35, la cual es la unica proteina
homodloga a Retinoblastoma en el nematodo. Poco se ha estudiado de la
regulacion de /in-35 a nivel transcripcional en el nematodo durante el ayuno. Por
medio de analisis de conteo de cuerpos apoptdéticos con el transgénico CED-1 y
empleando RNA de interferencia evaluamos si la ausencia de estos factores
transcripcionales afectaba la apoptosis en el ayuno. Fueron identificados algunos
factores transcripcionales que controlar la apoptosis inducida por el ayuno y que
podrian regular a /in-35. Tomando los genes homdlogos a SP1 y ATF, que son
reguladores de RB en mamiferos, observamos que tanto SPTF-3 como ATF-2
son requeridos para la apoptosis inducida por ayuno, sin embargo aun falta por
determinar si estos factores regulan directamente a /lin-35. Ademas empleando
datos del modEncode incluimos algunos factores transcripcionales como pha-4,
daf-16 y skn-1 que son reguladores durante la condicién de ayuno. Observamos
que skn-1 no tiene participacion en la apoptosis inducida por ayuno mientras que
tanto pha-4 como daf-16 son necesarios para poder responder ante este estrés.
Finalmente determinamos que el factor transcripcional DAF-16 es necesario
para la activacion transcripcional de /in-35, ya que en un fondo mutante daf-16,
la expresidn de lin-35 disminuye considerablemente, asi como es incapaz de
disparar apoptosis durante ayuno.
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1.- Introduccion

1.1.- Generalidades y ciclo de vida del nematodo.

Caenorhabditis elegans es un nematodo de vida libre que mide
aproximadamente 1 mm de longitud, el cual ha sido considerado como un buen
modelo de estudio porque cuenta con un ciclo de vida corto, alrededor de 3 dias,
es transparente, tiene una anatomia muy sencilla, su genoma esta
completamente secuenciado y anotado facilitando la investigacion genética, su
genoma se compone por aproximadamente 20,000 genes de los cuales el 40%
estan conservados en otros organismos metazoarios (Kim, 2001).

El ciclo de vida de C. elegans dura 3 dias ( hasta llegar a la etapa adulta y
reproducirse) consiste de una etapa embrionaria de 14 horas, seguida por 4
estadios larvarios (L1, L2, L3 y L4) y una etapa adulta (Fig. 1). Cada estadio
larvario esta marcado por la muda de la cuticula en donde una nueva cuticula se
sintetiza y remplaza a la anterior. La mayoria de los animales de la poblacién son
hermafroditas, sin embargo alrededor del 1% son machos (Wood,1998). Como
animales adultos pueden llegar a vivir hasta 20 dias.

Especificamente dos caracteristicas hacen al C. elegans un excelente
modelo de estudio para entender la regulacion transcripcional. Primero, C.
elegans es completamente transparente a través de su ciclo de vida, haciéndolo
un excelente sistema para usar reporteros fluorescentes y monitorear la
expresion génica en animales vivos. Segundo, el tamafio del genoma del

nematodo facilita la identificacion de secuencias regulatorias (Reinke, 2013 ).
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Figura 1. Ciclo de vida del nematodo C. elegans. En el esquema se muestra el ciclo de vida de un gusano hermafrodita
el cual comienza con el desarrollo embrionario, seguido de las 4 etapas larvarias del nematodo hasta que finalmente el

organismo adulto alcanza la madurez sexual completando el ciclo de vida. Modificado de Altun y Hall (2005).

1.2. La morfologia de la géonada de C. elegans

La gonada de los adultos hermafroditas de C. elegans es un sincicio, es decir;
que los nucleos comparten un citoplasma comun. La gonada esta compuesta por
dos brazos idénticos en forma de U que se encuentran unidos por el utero (Fig. 2).
Cada brazo tiene una polaridad distal a proximal, la parte mas distal del brazo
se encuentra en contacto con una célula de origen somatico denominada célula
de la punta distal (CPD). La CPD expresa un factor de crecimiento del tipo Notch,
el cual promueve la proliferacion mitética de las células germinales adyacentes
formando un nicho de células troncales germinales (Fig. 2) (Hubbard & Grenstein,
2000).

12
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Figura 2. Esquema de la gonada de C. elegans. Arriba Representacion esquematica de la
anatomia general de un adulto hermafrodita, los dos brazos de la gébnada estan conectados por el
utero central. Abajo Se muestra uno de los brazos de la goénada. Las células germinales estan
envueltas por membranas parciales forman un sincicio. El desarrollo de los ovocitos ocurre de la
zona distal a la proximal. La zona de transicidén corresponde al estado de la célula que pasa de la
mitosis y entra a la meiosis. Las espermatidas son almacenados en la espermateca y se producen
en el estadio larvario L4. La apoptosis de las células germinales generalmente se observa en la
zona del asa donde las células germinales salen de paquiteno para continuar el desarrollo de los
ovocitos. (Tomado y modificado de Altum et al., 2005).

Conforme las células germinales se alejan de la célula distal, la sefial de
proliferacion se pierde y las células inician la meiosis (zona de transicion) entre
mas se alejan las células germinales de la CPD progresan en la meiosis hasta
formar espermatidas en la etapa L4 u ovocitos maduros en la zona proximal en el
animal adulto (Fig. 2). Las primeras 40 células germinales de cada brazo de la
gonada forman aproximadamente 160 espermatozoides que se almacenan en
cada espermateca. Una vez que las espermatidas se han formado durante la
etapa larvaria L4, la gonada inicia la produccion de ovocitos que continua durante
el resto del periodo reproductivo del animal. En la region del asa, pasando el
paquiteno las células son susceptibles a sufrir apoptosis. Durante la ovulacion, el
ovocito pasa a la espermateca donde es fertilizado y el embridén es depositado en
el utero (Pazdernik & Schedl, 2013).
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1.3. La maquinaria central de apoptosis en C. elegans

La apoptosis o muerte celular programada, es un fendmeno conservado en la
evolucion, se caracteriza por la condensacion de la cromatina, la reduccién en
el volumen celular, la fragmentaciéon del ADN vy la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial (Lettre, 2004).

Las células en apoptosis forman pequenos cuerpos redondos rodeados por
una membrana que contiene organelos citoplasmaticos intactos o fragmentos del
nucleo. Estos cuerpos apoptoticos resultan de la condensacion celular progresiva
y son fagocitados por células vecinas (Kroemer etal., 2009). En muchos
organismos, la apoptosis es requerida para el desarrollo normal vy |la
homeostasis de los tejidos. Sin embargo, también puede ser inducida de manera
anormal en muchas patologias (Darland, 2009; Murphy etal., 2003).

Durante el ciclo de vida de C. elegans la apoptosis puede ocurrir durante
tres diferentes etapas del desarrollo. 1) La apoptosis somatica, como su nombre lo
indica, ocurre en los tejidos somaticos durante el desarrollo embrionario (a los
250-450 min. post-fertilizacion) 2) en el desarrollo post-embrionario (estadio L2)
(Sulston & Horvitz 1977; Sulston et al., 1983) 3) La tercera etapa es la apoptosis
fisiolégica, ocurre bajo condiciones normales durante la ovogénesis vy se

describira mas adelante (Gumienny et al., 1999 ).

En C. elegans, la apoptosis se encuentra bajo control genético, que
incluyen 4 diferentes pasos en el proceso. El primer paso es la decision, el
segundo consiste en ejecucion de la muerte, luego de esto la célula es fagocitada
por las células vecinas y finalmente ésta célula es degradada (Lettre, 2004).
La ejecuciéon de la apoptosis esta regulada por una serie de interacciones

proteina- proteina entre los 3 componentes principales ( CED-9, CED4, CED-3).

La causa de muerte celular inmediata en C. elegans es la escision
proteolitica de CED-3, de proCED-3 a una enzima activa. Para que la activacion
ocurra varias moléculas proCED-3 deben ser asociadas con un tetramero de CED-
4 para formar un gran complejo oligomerico denominado como apoptosoma (Fig.

14



3). Sin embargo, en ausencia de estimulos apoptéticos la proteina CED-4 no
forma tetrameros, sino dimeros, los cuales estan secuestrados en la membrana
externa de la mitocondria a través de interacciones proteina- proteina con CED-9
(Lettre, 2004) (Fig. 3). El gen egl-1 codifica para una proteina pro-apoptética (EGL-
1) que funge como un cuarto elemento, que regula la apoptosis somatica. En las
células somaticas destinadas a morir se expresa la proteina EGL-1 ( un miembro
de la familia Bcl-2) (Fig. 3). Esta cuenta con un dominio unico de BH3 e interfiere
con el complejo de CED-9 y CED-4 liberando a CED-4, lo que conduce a la
formacion del apoptosoma (Gumieny et al, 1999) (Fig. 3). En el adulto, EGL-1
también controla la apoptosis en respuesta al dafio al DNA asi como en las

infecciones por patdégenos.

Sefiales del desarrollo ' __[EcL1]

EGL-1

por EGL-1 ./(" %, 3

o a O ot
oC ro 3 ED- 31
’ p’ L (P' €09 Activacion de la caspasa
Mitocondria @ Q y apoptosis
hadied

\meLD 3) [pro( LL) 3'.

\ Inactivacion de la proteina CED-9

Formaaon del apoptosoma

Figura 3. Modelo del mecanismo de formacion del apoptosoma en células somaticas de
C.elegans. En las células destinadas a morir por apoptosis, el complejo de CED-9- CED-4 es
disociado por la interaccion de la proteina pro-apoptoética EGL-1, la cual al unirse a CED-9 libera
a CED-4. Posteriormente, dos dimeros de CED-4 se unen formando un tetramero de CED-4 que
se unen a las moléculas pro-CED-3, lo que tiene como consecuencia una escision proteolitica de
CED-3, lo que activa a la caspasa efectora y provoca la apoptosis. Tomado y modificado de Lettre,
2004.
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1.4. La apoptosis fisiologica en la géonada de C. elegans

En el adulto hermafrodita durante la ovogénesis ocurre apoptosis en las
células germinales de manera fisiologica (Gumienny et al 1999) (Fig. 2). Este tipo
de apoptosis ocurre en la region del asa de la génada, en la que las células
germinales salen del paquiteno de la profase | de la meiosis para continuar con
diploteno y entrar a diacinesis. Al igual que la apoptosis anteriormente descrita, la
apoptosis fisioldgica (que solo se da en la gbnada del adulto) es ejecutada por la
maquinaria central de apoptosis, sin embargo a diferencia de la apoptosis que
ocurre en las células somaticas, la proteina EGL-1 no participa (Gumienny et al.,
1999).

La apoptosis en la ovogénesis es algo comun que se observa desde
invertebrados hasta mamiferos e inclusive en humanos (Baum et al 2005; Tilly, et
al., 2001). Ha sido propuesto que esta apoptosis regula la produccién vy la calidad
de los ovocitos, ademas de ser un mecanismo para contender contra los cambios
los cambios medioambientales (Tilly, et al 2001; Andux y Elis, 2008; Angelo & Van

Gilst, 2009). Existen tres hipotesis para explicar este fendmeno (Tilly et al., 2001).

La primera sugiere que las células germinales compiten por los nutrientes
que permiten su sobrevivencia; por lo que si estos son escasos 0 no estan
accesibles, la célula germinal muere. Este tipo de muerte se observa en la mosca
Drosophila melanogaster en donde una dieta baja en proteinas induce un aumento
en la apoptosis de las células germinales (Drummond-Barbosa & Spradling,
2001). También en C. elegans, se ha observado que el ayuno incrementa la
apoptosis de las células germinales (Salinas et al , 2006).

En la segunda hipotesis se propone que la apoptosis es el resultado de
dafios al DNA, se sabe que como respuesta al estrés genotdxico, el organismo
activa vias de sefalizacion que monitorean si hay dafo, esto tiene como resultado
que el ciclo celular se a detenido, para permitir la reparacion del dafo, y/o inducir

apoptosis.
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La tercer hipotesis propone que las células destinadas a morir sirven como
células nodrizas para el transporte de organulos, mRNA y proteinas dentro de
otros ovocitos. Dichas células son eliminadas una vez que han llevado a cabo su
funcidén, este seria el caso de las células nodrizas de Drosophila, Hydra y
probablemente C. elegans (Tilly et al., 2001; Gumienny et al.,1999). Aunque la
funcion y regulacion de la apoptosis de las células germinales no se ha entendido
completamente, se cree que es un proceso importante para la fertilidad del animal.

Actualmente no se sabe como la maquinaria central de apoptosis es
disparada en condiciones fisioldgicas en las células germinales, pero se han
identificado algunos genes que afectan la frecuencia de este proceso. Un ejemplo
de esto es la proteina Ras/ MAPK, un regulador clave de la apoptosis fisiologica
(Gumienny et al., 1999; Park et al., 2006). La apoptosis es prevenida si la
sefalizacion MAPK es bloqueada y se dispara cuando la sefal esta activada
continuamente (revisado en Gartner et al, 2005). Se ha visto un incremento en la
apoptosis fisiologica cuando la MAPK no es inhibida por cualquiera de sus
fosfatasas predichas como LIP-1 o la proteina de unién a RNA, GLA-3 que influye
en varios eventos somaticos dependientes de Ras/MAPK (Kritikou et al., 2006;
Lettre et al., 2004). La proteina Ras/MAPK es requerida en muchos pasos de la
meiosis, incluyendo la salida del paquiteno (Church et al., 1995; Leacock and
Reinke, 2006), actualmente no se sabe si Ras/MAPK proporciona un sefial de
inicio para la apoptosis fisiologica o dirige a las células a una etapa donde son
mas susceptibles a sefiales pro-apoptoticas (Gumienny et al., 1999).

Entre las proteinas que regulan la maquinaria de apoptosis fisioldgica (Fig.
4a) estan los factores transcripcionales EGL-38, PAX-2, el represor LIN-35, y
activadores de la familia E2F/DP (DPL-1, EFL-1, EFL-2) (Park et al, 2006;
Schertel & Conradt, 2007). EGL-38 y PAX-2 son miembros de la familia de
factores de transcripcion PAX2/5/8, los cuales activan la transcripciéon de ced-9
para proteger a las células germinales de la muerte. Mutantes dobles en estos
genes presentan una disminucion importante del transcrito de ced-9, mientras que
si se induce la expresiéon de EGL-38 o PAX-2 el RNAmM de ced-9 aumenta
(Gartner, 2008).
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Por otro lado LIN-35 (homdlogo a Rb), actia como un posible represor
transcripcional de ced-9. Mutantes en el gen /in-35 presentan niveles de apoptosis
fisiologica disminuidos debido al incremento en la expresion de ced-9. Se tiene
evidencia genética de que el gen [in-35, regula parcialmente la induccion de la
apoptosis fisiologica inhibiendo la expresion del gen ced-9 (Schertel, y Conradt,
2007).

Ademas las proteinas de unién a DNA que componen el heterodimero tipo
E2F (DPL-1, EFL-1 y EFL-2) promueven la apoptosis de las células germinales a
través de la activacidon de la transcripcidn de los genes ced-4 y ced-3 (Schertel &
Conradt, 2007). Tomando en cuenta lo anterior, es evidente que la regulacion de
la maquinaria apoptética a un nivel transcripcional es de gran importancia para

modular la apoptosis de las células germinales.

A B C D
Apoptosis fisioléai Dafio al DNA Estrés osmético, oxidativo, Ayuno
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Figura 4. Tipos de inducciéon de la apoptosis en la génada de C. elegans. A-D) Vias de
induccion de apoptosis que convergen en la maquinaria central de apoptosis (ced-9, ced-4 y ced-
3). En el esquema se indican los genes que participan en cada via. A) La apoptosis fisiologica es
desencadenada por una via aun desconocida que requiere parcialmente a los genes /lin-35/Rb, dpl-
1/DP, efl-1/E2F y efl-2IE2F. Las proteinas EGL-38 y PAX-2 activan la transcripcion de ced-9
mientras que LIN-35 la reprime. DPL-1, EFL-1 y EFL-2 son reguladores transcripcionales de ced-3
y ced-4 B) El dafio a DNA induce apoptosis a través de la activacién de cep-1/p53 y egl-1/BH3. lin-
35, dpl-1, y efl-2 actdan rio abajo o en paralelo a cep-1/p53 y ced-13 controlando la expresion de
genes blanco no identificados. C) El estrés osmatico, oxidativo, el choque de calor requieren de la
via de la MAPKKs y son independientes de CEP-1 y EGL-1. D) La induccién de apoptosis por
ayuno requiere de los genes lin-35/Rb y dpl-1/DP, los cuales disminuyen la expresion del gen ced-
9 y aumentan la expresion de ced-4, respectivamente. Las lineas continuas representan
interacciones genéticas confirmadas. Las lineas punteadas indican interacciones genéticas no
confirmadas. El homélogo en mamiferos de cada gen se indica después de la diagonal. Los signos
de interrogacion indican que la via todavia no ha sido completamente descrita. Tomado de
Lascarez-Lagunas 2014.
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1.5. Apoptosis inducida por diferentes tipos de estrés en la génada de
C. elegans

Ademas de la apoptosis fisiologica (Fig. 4a), diferentes tipos de estrés tales como,
el estrés osmotico, el oxidativo, el térmico, el ayuno asi como por la exposicion a
agentes genotdxicos pueden inducir apoptosis en la gdnada (Salinas et al., 2006).
Estos inducen apoptosis a través de vias independientes (Fig. 4). Durante el
estrés genotodxico inducido por rayos UV o radiacidn ionizante (IR) se causa un
dafio al DNA, esto induce la activacion de egl-1 a través de la CEP-1/p53 (Fig.4b)
(Gartner, et al 2000) . Ademas diferentes tipos de estrés osmdtico, oxidativo y
térmico pueden inducir apoptosis (Fig. 4c), esta es controladoa por la via de las
MAPK (Salinas et al 2006), finalmente el tercer tipo de induccion de apoptosis
responde al estrés nutricional (Fig. 4d) el cual es regulado por LIN-35 (Salinas et
al, 2006; Lascarez-Lagunas et al 2014).

1-6. Apoptosis inducida por daio al DNA.

Se ha estudiado ampliamente la apoptosis inducida por dafio a DNA en el
nematodo, sin embargo ya que este trabajo no se centra en dicha respuesta solo
se describira brevemente; para mayor informacion se pueden consultar revisiones
Stergiou y Hengartner, 2004; Gartner et al 2008 ; Ermolaeva et al 2015) los cuales
presentan un mayor detalle de la respuesta en este tipo de estrés.

En C. elegans el daino al DNA no induce apoptosis de las células somaticas
pero si en las germinales (Gartner et al, 2000). Se ha observado que cuando los
nematodos son sometidos a diferentes tipos de estrés genotoxico como son: la
radiacion ionizante (IR), la radiacion por UV y los agentes alquilantes se induce
un incremento en la apoptosis de células germinales (Gartner et al ,2000).

La apoptosis de las células germinales inducida por dafio a DNA requiere
de la maquinaria central de apoptosis (CED-9, CED-4 y CED-3). La activacion de
esta maquinaria es a través de la proteina CEP-1, el homdlogo de p53 en
mamiferos (Schumacher, 2001). CEP-1 promueve la transcripcion de egl-1 y la

acumulacion de esta proteina provoca que se interrumpa la interaccion de CED-9-
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CED-4 desencadenando la apoptosis. Durante el dafo al DNA, CEP-1 también
activa la transcripcién de ced-13 el cual tiene un dominio BH3 que puede unirse a
CED-9 durante la radiacién para inducir apoptosis (Fig. 4b) (Schumacher et al,
2005).

CEP-1/ p53 también regula la apoptosis de las células germinales cuando
se silencian genes por medio de la cosupresidon o RNAi en C. elegans, este
fendmeno requiere de las proteinas CEP-1/p53 y SIR 2.1. (Adamo et al 2012). La
apoptosis inducida por cosupresion responde a la introduccion de multiples copias
de un gen especifico en la linea germinal lo que también provoca el silenciamiento
del gen enddégeno correspondiente. EI RNAI y la cosupresién de genes han sido
propuestos como mecanismos de defensa en contra de la invasidn por secuencias

repetidas, transposones, virus y transgenes exogenos (Dernburg et al 2000).

1.7. Apoptosis inducida por estrés osmoético, oxidativo y térmico.

Otra de las vias de induccién de apoptosis en las células germinales es la que se
desencadena por factores que no alteran la integridad genética, pero que

posiblemente afectan vias de sefalizacion.

Salinas y colaboradores observaron que la exposicion al estrés osmatico,
oxidativo y choque de calor induce un incremento en la apoptosis de las células
germinales (Salinas, et al 2006). Esta via de apoptosis es independiente tanto de
la proteina CEP-1/p53 como de EGL-1 (Fig. 4c). Este tipo de apoptosis es
inducida por la via de las Map cinasas (MAPKKSs) que regulan a las cinasas tipo
Juny Fos (JNKy p38). Ademas observaron que animales mutantes en las cinasas
tipo MAPKK mek-1y sek-1 asi como en la cinasa antagonista de p53 (ABL-1) no
son capaces de inducir apoptosis en respuesta al estrés osmaotico, oxidativo y/o
choque de calor (Salinas, et al 2006).

20



1.8. Apoptosis inducida por ayuno

Salinas y colaboradores demostraron que el estrés sometido por ayuno induce
apoptosis. En ese trabajo se demostré que la respuesta apoptotica durante el
ayuno no es controlada por la via de las MAPK y no depende de cep-1/p53 vy egl-
1 dejando abierta la pregunta de cual era el mecanismo de regulacion de la
apoptosis en dicha condicién.

Mas adelante Lascarez-Lagunas y colaboradores, demostraron que al
someter a los gusanos a un ayuno por 6 horas, el mMRNA de ced-9 se reduce
considerablemente (10 veces comparado al control), el mMRNA de ced-4 aumenta
(1.8 veces),al igual que el mMRNA de /in-35 y dpl-1 aumentaban considerablemente
mientras que el mMRNA de ced-3 no mostraba cambio en esta condicion. Estos
datos muestran que durante la condicion de ayuno existen ajustes en la expresion
de los genes que codifican para la maquinaria central de apoptosis (Lascarez-
Lagunas et al 2014).

En ese mismo trabajo Lascarez-Lagunas analizé el estado traduccional en
el ayuno empleando perfiles polisomales, mostré6 que durante el ayuno hay una
reduccion global en la traduccion. Al analizar diferentes mMRNA como el de act-5 o
el de glh-4 se mostr6é que la reduccion en la traduccion se daba tanto en tejido
somatico como en la linea germinal. Al examinar la traduccion de los genes de la
maquinaria central de apoptosis se demostré que los mRNA ced-9 y ced-4 tienen
una disminucion en la traduccion, sin embargo ced-3 no muestra alteracion, de
igual manera el mRNA de /in-35 escapa la reduccion de la traduccion durante el
ayuno (Lascarez-Lagunas et al 2014).

Para corroborar si la disminucion en la traduccién de los mensajeros de
ced-9 y ced-4 tenian efecto en la cantidad de proteina en esta condicidn se
realizaron analisis de tipo Western blot. En estos se corroboré que el nivel de
proteina de CED-9 durante el ayuno no es detectable, mientras que CED-4 no
muestra cambios.

Finalmente se demostré que la disminucion observada en el mRNA de
ced-9 depende de lin-35, ya que en un fondo mutante para /in-35 no se observa
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disminucién en el mRNA. Mientras que la proteina fue detectable durante el
ayuno en este fondo mutante, en condiciones normales no se observa. Por otro
lado el factor DPL-1 activa la transcripcion del gen ced-4 y en un fondo mutante
para dpl-1 la cantidad de proteina CED-4 disminuye comparada con el control
(Lascarez-Lagunas et al 2014).

Con todos estos datos se propuso un modelo para entender como se
regula la apoptosis en el ayuno (Fig. 4d) este modelo consiste en que el mRNA de
lin-35 se acumula durante el ayuno, lo que conlleva a un aumento en el nivel de
su proteina, y que tiene como consecuencia la disminucion del RNAm de ced-9
provocando un aumento apoptosis en esta condicién. Ademas, el control de la
transcripcion del gen ced-4 por el factor DPL-1 potencia la sehal de la apoptosis y
efl-1y efl-2 no participan en esta respuesta (Lascarez-Lagunas, 2014).

El trabajo de Lascarez-Lagunas y colaboradores abri6 la incognita de como
se regula el aumento del mensajero de /in-35/Rb durante la condicion de ayuno,
por lo que en este trabajo nos enfocamos en estudiar como es que /in-35/Rb

aumenta su expresion durante el ayuno.

1.9. La proteina de retinoblastoma (Rb)

La proteina Rb es una fosfoproteina que regula la progresién de la fase G1 a S
del ciclo celular controlando un punto clave del ciclo celular. Dependiendo la fase
del ciclo celular se mantiene hipofosforilada (activa) o hiperfosforilada (inactiva),
de esta manera es regulada su actividad biolégica (Chen et al 1989).

En mamiferos el gen Rb1 codifica para la proteina RB y fue originalmente
descubierto porque mutaciones en este gen, confieren una susceptibilidad a
desarrollar tumores en la retina, motivo por el cual se denomina Retinoblastoma.
Sin embargo, este gen no solo participa en este tipo de cancer sino también en el
desarrollo de osteosarcomas, cancer mamario y cancer de prostata, entre otros
(Harbour & Dean, 2000).

La proteina RB pertenece a la familia de proteinas con dominio “pocket”
que comprenden a pRB, p107 y p130, estas dos ultimas al igual que RB parecen
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controlar el ciclo celular (Sherr et al., 1996). El dominio “pocket”, que esta
compuesto por los dominios, A 'y B que estan conservados a través de especies y
entre proteinas relacionadas. Estos dominios estan separados por una region
espaciadora que varia en tamafo y no esta conservada, pero es importante para
la funcion de la proteina (Chow and Dean, 1996; Quin et al 1992). El dominio
pocket fue denominado inicialmente como la region minima de RB para
interaccionar con las oncoproteinas de virus tumorales tales como adenovirus
E1a, virus de simio SV40 y el virus del papiloma humano E7. La union a estas
proteinas oncogénicas  afecta la interaccion de RB con los factores
transcripcionales de la familia E2F evitando asi que su funcion, controlando que

el ciclo celular sea llevada acabo normalmente (Harbour and Dean, 2000).

Se ha encontrado que Retinoblastoma (RB) esta asociado con reguladores
clave requeridos para la especificacion de organos. Esto confirma que RB esta
regulando diversos procesos celulares diferentes al papel clasico que se le habia
atribuido, regulando genes del ciclo celular. Esto fue apoyado ademas por
diversos trabajos bioquimicos y genéticos que sugerian que RB no solo secuestra
a factores transcripcionales de la familia E2F en la fase G1 del ciclo celular, sino
también forma un complejo represor con E2F-DP (su comparfero de union al
ADN), que reprime la expresidn genética de varios genes. Existe evidencia de la
interaccion directa de RB con la proteina Suv39h, una metil transferasa de histona
especifica para la lisina 9 de la histona 3. Esta metil transferasa crea un sitio de
unién para la proteina de heterocromatina 1 (HP1), que promueve la formacion de
heterocromatina (revisado en Talluri & Dick, 2012).

En C. elegans el gen lin-35 codifica para la unica proteina homologa a
Retinoblastoma (no se encuentran las otras proteinas pocket lo cual facilita el
entendimiento de esta proteina) y se sabe que /in-35 actua de manera redundante
con algunos genes en varios contextos del desarrollo del nematodo. El gen /in-35
fue identificado por Ferguson y Horvitz como una mutante del fenotipo “Synthetic
Multivulval” (SynMuv), los cuales son genes que inhiben la expresion del destino
celular de la vulva. Posteriormente Boxem y Huevuel (2001) demostraron que lin-
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35 es un importante regulador negativo del ciclo celular y que la funcion de RB en
mamiferos, de controlar el ciclo celular estaba conservada (Boxem & Huevel,
2001).

Ademas se ha demostrado que LIN-35 esta involucrado con diferentes
procesos tales como: la morfogénesis de la vulva y la faringe (Fays; et al 2004),
divisiones celulares asimétricas (Cui et al, 2004), el destino celular en la gbnada
somatica (Bender et al 2004), el desarrollo y crecimiento larvario (Chesney et al,
2006), la promocién de la muerte celular (Reddien et al; 2007), ademas de actuar
en el intestino para regular la expresion de genes requeridos para la utilizaciéon de
nutrientes ( Kerhienko et al, 2008), en el control de la represion de la linea
germinal (Wang, et al, 2005), modulando la sensibilidad al RNAi (Lehner et al,
2006), asi como en la apoptosis en la linea germinal en condiciones fisioldgicas y
durante el ayuno (Schertel, et al 2007; Salinas et al, 2006; Lascares-Lagunas et al
2014). Sin embargo, hasta el momento no se ha estudiado en el nematodo como

es regulado el gen de /in-35 a un nivel transcripcional.

1.10. Regulacién transcripcional en el nematodo C. elegans

Las secuencias de genes codificantes son convertidas a mRNA por el proceso
altamente regulado, conocido como transcripcion. La precision espacio-temporal
de los transcritos de genes tanto codificantes como regulatorios es una parte
esencial para el desarrollo en los metazoos .

Entender los mecanismos moleculares que subyacen el control de la
expresion génica es esencial para comprender los procesos de determinacion
celular durante la embriogénesis, los eventos post- embrionarios asi como las
interacciones ambientales y procesos relacionados a las enfermedades.

En los organismos multicelulares cada célula cumple una funcion especifica
que esta determinada por la combinacion de los productos génicos expresados en
esa célula en un momento determinado. Los mecanismos de regulacion en la
expresion de esos genes son diversos y se pueden afectar en diferentes niveles
tales como; la regulacion de la sintesis del mMRNA, su procesamiento, su

estabilidad y en el caso de genes codificantes para proteinas, su traduccion. En
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esta seccion nos enfocaremos en la regulacion a nivel transcripcional en C.
elegans.

La transcripcion es el primer paso necesario en la expresion génica, el cual
juega un papel central en el desarrollo del organismo y la evolucion (Levine and
Tjian, 2003; Chen and Rajewsky 2007). Ademas se sabe que el numero de
proteinas especificas involucradas en el proceso de transcripcién y su regulacion
aumenta con la complejidad del organismo (Vogel and Chothia, 2006).

La regulacion de la transcripcidon es mediada por la RNA polimerasa Il la
cual transcribe a la mayoria de los genes. La RNA pol Il actua con la proteina
de union a TATA (TBP) y los factores asociados a TBP en el “centro o nucleo”
del promotor de genes codificantes para proteinas. (Walker et al., 2004) Como en
otros organismos eucariontes la subunidad grande de la polimerasa, codificada
por el gene ama-1, tiene un domino carboxilo terminal (CTD) que sirve como una
sitio de unidn para complejos involucrados en los procesos de co-transcripcion del
RNAm y la modificacién de histonas (Bird and Riddle 1989). La RNA pol Il activa
es fosforilada en el dominio carboxilo terminal (CTD ) en la serina2y 5 (Ser2P y
Serb5) del heptapeptido YSTPSPS, el cual esta conservado en otros eucariontes
(Pathani y Greenleaf, 2006).

La regulacion transcripcional resulta de una organizacion compleja entre
las secuencias regulatorias, que actuan en el sitio, denominadas como
elementos en Cis, los cuales sirven como sitios de unién para los factores
transcripcionales (denominados elementos frans). Juntos determinan, si un gen
sera activado o silenciado en respuesta al estado metabdlico y las condiciones
ambientales. En eucariontes superiores, estas secuencias regulatorias se
encuentran agrupadas dentro de mdédulos funcionales; como se observa en la
figura 5 existen diversos elementos regulatorios estos incluyen al “nucleo” del
promotor, asi como otros elementos regulatorios que pueden controlar a un gen
especifico o un conjunto de genes, y que pueden estar localizadas tanto rio arriba
como rio abajo de la region controlada, estos elementos pueden ser promotores,
potenciadores positivos 0 negativos y secuencias “insulators” (Levine and Tjian,
2003).
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Figura 5. Elementos regulatorios de un promotor clasico de metazoario. En la figura se
muestran los principales elementos regulatorios del “centro” del promotor; ademas de regiones
distales tales como potenciadores o “enhancer” o insulators. Tomado y modificado de Levine and
Tjian, 2003.

La mayoria de genes codificantes para proteinas en C. elegans estan en
zonas relativamente densas del genoma; es decir que hay una gran cantidad de
genes en una region relativamente pequefia del genoma. Por consecuencia las
regiones regulatorias estan usualmente cercanas a la region codificante, aunque
se han descrito ejemplos de diferentes enhancers que se encuentran en regiones
distales (Vilimas, et al; 2006). En la mayoria de los casos en C. elegans el
conjunto minimo de secuencias para regular de manera apropiada un gen, se
encuentra dentro de los 2 kb rio arriba del codén de inicio de la traduccidn
(Renkie, 2013).

Un estudio reciente de las secuencias promotoras definié que hay 5
elementos comunmente observados en la denominada secuencia “nucleo o
centro” del promotor en C. elegans. Las cuales son: un sitio Sp1 (CNCCGCCC),
una zona de T que correlaciona con la zona de desalojo o “eviction” de los
nucleosomas y la expresion génica (TTTT[N/T]), wuna secuencia TATA
(GTATA[TA][TAJAG), un sitio de trans-splicing (TTnCAG), y una regién kozak que
incluye el codon de inicio de la traduccion ([CAJAA[CAJATG) (Grishkevich et al.,
2011).
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En C. elegans se han descrito dos tipos de promotores, simples y
complejos. Un promotor simple es definido como una secuencia (cis) que tienen
todos los elementos de control necesarios para la correcta expresion génica en
una region pequeia, (de 350- 600 pb aproximadamente). Analisis de varios genes
expresados solo en la células en proliferacion y reguladores de G1 (por ejemplo
ciclina D) han revelado que la secuencia regulatoria esta confinada a una region
de 67 pb en el promotor (Brodigan et al., 2003).

Por el contrario a los promotores simples, los promotores complejos
contienen elementos regulatorios dispersos en el genoma, cada uno influye o
contribuye en al patron de expresién, pueden ser diversos elementos tanto
potenciadores como silenciadores que en conjunto integran la respuesta de
activacidon o represién de un gen, (generalmente genes que regulan procesos
claves en el desarrollo) moldeando de esta forma la expresién espacio-temporal
necesaria para cada gen (Reinke, et al. 2013).

1.11. El estado de la cromatina y sus efectos en la transcripcion

La cadena del DNA esta enrollada en una estructura denominada nucleosoma, la
cual esta compuesta por un octamero de histonas (dos cada una de H2A, H2B ,
H3, y H4), estas histonas pueden presentar una gran cantidad de cambios post-
traduccionales afectando asi el estado de compactacion y la expresién génica.
Tipicamente, los residuos de aminoacidos en las colas amino terminal de las
histonas son modificados por fosforilacion, metilacion, acetilacion y ubiquitinacién.
Estas marcas afectan la configuracion local de la cromatina y en todo el
cromosoma, que en consecuencia puede modificar la iniciacion, elongacion y
terminacién de la transcripcion (Berger , 2010) .

Los tipos de modificaciones y la ubicacién del nucleosoma con respecto al
cuerpo del gen pueden tener efectos sobre la transcripcion, alterando asi los
eventos transcripcionales. Estos efectos incluyen la alteracion en la densidad del
nucleosoma, cambiando el nivel de compactacion de la cromatina a un estado

relajado o condensado de una region, lo que facilita o impide la asociacion de
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diferentes complejos de regulacion transcripcional. Ademas, las modificaciones de
las histonas pueden proporcionar sitios de reclutamiento especificos para
diferentes complejos de regulacion. Por otro lado el numero de grupos metilo de
un residuo particular puede tener efectos distintos sobre la expresion génica.
Como ejemplo, la mono metilacion de la lisina 20 de la histona H4 afecta a la
transcripcion, por otro lado la di metilacion esta asociada con la reparacion del
ADN, mientras que la trimetilacién facilita la formacion de heterocromatina
(Balakrishnan y Milavetz, 2010).

Finalmente, variantes de proteinas de las histonas, como H2A.Z o
CENPA, se pueden incorporar en el octamero de histonas, con efectos
diferenciales sobre la configuracion y funcion de la cromatina, (Stimpson y
Sullivan, 2010).

1.12 La respuesta al estrés por ayuno modifica la transcripciéon de C.

elegans

Los organismos se enfrentan a diversas condiciones ambientales, en las que la
expresion génica cambia para adaptarse a los requerimientos metabdlicos y de
crecimiento de dichas condiciones. Un claro ejemplo de esto es la respuesta al
ayuno ya que en el ayuno algunos factores transcripcionales se internalizan al
nucleo para poder activar genes diana que ayudan al nematodo a resistir este tipo
de estrés.

En este trabajo se estudidé como se regula la apoptosis durante el ayuno por
medio de la expresion de /in-35. Por lo que en la siguientes secciones se
describen algunas familias de factores transcripcionales que fueron estudiados en
este trabajo por ser reguladores globales durante el estrés del ayuno.
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1.13. La familia de factores transcripcionales CREB/ ATF.

En mamiferos los factores transcripcionales ATF2/7 pertenecen a la familia de
reguladores CREB/ATF, los cuales se unen al ADN a través de un motivo basico
de cremallera de leucina. Estos factores transcripcionales presentan una gran
diversidad fisiolégica y comparten la habilidad de responder a sefales
ambientales para mantener una homeostasis celular (Persengiev & Green, 2002).

Los factores ATF-2, ATF-3 y ATF6 de mamiferos juegan un papel
importante en la respuesta celular a diferentes tipos de estrés, controlando de
esta manera los genes de respuesta a estrés general asi como algunos genes de
estrés del reticulo endoplasmatico (revisado en Hai 2006). EIl factor ATF-2
ademas de mostrar actividad como factor transcripcional, tiene actividad de
acetilasa de histona, lo que sugiere su implicacion en procesos de remodelacion
local de cromatina (Kawasaki et al 2000). Por otro lado ATF-1 y CREB estan
involucrados en modular la transcripcion en respuesta a las tasas intracelulares de
AMPc (Persengiev & Green, 2002).
Estos factores pueden formar homodimeros y/o heterodimeros con miembros de
la familia; e incluso pueden llegar a formar heterodimeros con factores de otras
familias, como los factores de la familia Jun. Ademas, dependiendo el contexto,
celular pueden funcionar como activadores o represores (Hai & Curran 1991;
Matsuda et al.1991).

En cuanto a su regulacion, se sabe que la proteina cinasa A (PKA); fosforila
a estos factores en la Serina 133 (S133), permitiéndoles que entren al nucleo y
cumplan con su funcion biolégica; De manera contraria los receptores TGF-f los
regulan negativamente, reduciendo los niveles de proteina (CREB) vy
estimulando su desfosforilacion (Persengiev & Green, 2002).

En C. elegans los genes atf-2 y atf-7 codifican para factores

transcripcionales de la familia de bZIP, los cuales funcionan dependiendo de
concentracion de cAMP (Wang et al., 2006; Shivers et al, 2010)
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El factor transcripcional ATF-2 es homdlogo al factor CES-2 quien regula la
apoptosis. La actividad de ATF-2 es requerida para el desarrollo del ducto excretor
y es esencial para el desarrollo embrionario. CES-2 y ATF-2 controlan la
expresion de /in-48, en el embrién, donde lin-48 se requiere para el desarrollo
del ducto excretor, sin embargo los factores no estan regulando al mismo gen
durante el estadio larvario (Wang et al, 2006).

Mientras que el gen atf-7 codifica para el factor homdlogo a ATF-2/5/7 que
regula la defensa del gusano ante patégenos, este factor participa en la respuesta
inmune regulando la expresion de genes rio debajo de la MAPK PMK-1/p38.
Probablemente el factor ATF-7 sea convertido de un represor transcripcional a un

activador en respuesta a la fosforilacion mediada por PMK-1 (Shivers et al., 2010).

1.14. La familia de factores transcripcionales FOX

La familia de factores transcripcionales Forkhead (FOX) fue nombrado después
de encontrar en Drosophila al gen forkhead (Kaufman y Knochel, 1996).

Los miembros de esta familia comparten un dominio altamente conservado de
uniéon a DNA denominado dominio FOX, el cual se compone de 100 aminoacidos
que dan estructura hélice- giro- hélice (Clark et al., 1993). Basado en la
homologia dentro de esta region los genes forkhead son agrupados en 19 clases
de FOXA hasta FOXS (Fuy Tindal., 2008).

La subfamilia de los factores FOXA, es la mas relacionada a la proteina fork
head encontrada en Drosophila. En mamiferos esta comprende a los factores
transcripcionales FOXA1, FOXA2 y FOXAS3, criticos en una gran variedad de
procesos, tanto en el desarrollo embrionario como en la vida post- natal.
(Friedman y Kaestner 2006).

En estudios in vitro se ha mostrado que los factores de esta familia son
capaces de abrir cromatina altamente compactada sin requerir al complejo
SWI/SNF de remodelacidén de cromatina, por consiguiente se ha propuesto que
estos factores funcionan como pioneros, desplazando histonas de cromatina

compacta y facilitando la union de otros factores transcripcionales. (Cirillo et al.,
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2002; Holmqvist et al., 2005). Un ejemplo de esto ultimo es el receptor a
glucocorticoide (GR) el cual se une a sus genes blancos durante ayuno, es
dependiente en parte de FOXA2 (Zhang et al., 2005). Aunque no ha sido
determinado si esto es mediado por alteraciones en la cromatina o por otros
mecanismos.

El gen FoxaZ2 es activo a través de todo el endodermo y en estructuras
derivadas del mismo como pulmén, higado, pancreas, donde su expresion persiste
a través de todo el desarrollo y en la vida adulta (revisado de Friedman y
Kaestner 2006). Ademas estos factores son importantes para la homeostasis de la
glucosa. De hecho una funcién conservada evolutivamente parece la proteccion
de hipoglucemia en los organismos. (Shen et al., 2001; Lee et al., 2005; Lantz et
al., 2004). Ratones mutantes del gen Foxa? -/+ presentan una hiperglucemia
muy fuerte, lo cual en parte se cree que es por la expresion disminuida del pro-
Glucagon. Ademas ratones mutantes Foxa2/Foxa3 son medianamente
hipoglucemicos y mueren en la primer semana de vida (Lee et al., 2005). Este
fenotipo refleja la importancia para Foxa2 tanto en higado como pancreas, los dos
organos esenciales para la homeostasis de la glucosa.

En el higado algunos de los primeros genes identificados como genes
diana de los genes FOXA estan involucrados en la homeostasis de glucosa,
particularmente en respuesta al ayuno. Ejemplos incluyen enzimas
gluconeodgenicas, como fosfoenol piruvato carboxilasa (Peck), glucosa 6 fosfato
(G6pc) y tirosina aminotransferasa (Tat) (Friedman y Kaestner 2006). Asi esta
familia de reguladores son importantes en regular el programa gluconeogenico en
el higado.

Stoffel y colaboradores, propusieron que en células en cultivo la actividad
transcripcional de FoxaZ2 esta bloqueada por el tratamiento con insulina, y que esta
regulacion requiere de un sitio de fosforlilacion intacto para cinasa AKT2/PKB en el
residuo T156 de FoxaZ2 en el raton. Esta fosforilacion resulta en la exclusion del
factor FoxaZ2 del nucleo, Proporcionando con ello un modelo molecular atractivo

en el que la actividad gluconeogénica de Foxa2 se bloquea a través de la
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secrecion de insulina inducida por la alimentacion( Wolfrum et al., 2004; Wolfrum
et al.,2003).

Los factores transcripcionales FOXO (Forhead boxQO) son reguladores que
funcionan bajo el control de la via de la insulina. Estos factores han sido
identificados en varios organismos desde el nematodo C. elegans,
D. melanogaster, asi como en vertebrados como el pez zebra, ratones, ratas y
humanos y han sido asociados a una gran cantidad de procesos biologicos tales
como el ciclo celular, la muerte celular, la supervivencia, reparacion del DNA, el
metabolismo asi como en la proteccion al dafo por estrés oxidativo (Van der
heiden & smidt, 2004). Ademas estudios desde C. elegans hasta raton sugieren
que los factores FoxO estan involucrados en integracion de las pistas ambientales
para la adaptacion optima de cambios medioambientales (Van der Heiden &
Smidt, 2004).

En mamiferos se han descrito 4 genes FOXO. Tres de ellos (FOXO1,
FOXO3 y FOXO4) son expresados ampliamente, mientras que el cuarto
(FOXO6) se expresa unicamente durante el desarrollo embrionario y en el
cerebro adulto (Fu y Tindal; 2008). Se ha visto que estos reguladores
transcripcionales pueden activar o reprimir la expresion génica dependiendo el

contexto celular (Ramaswamy et al., 2002).

Ha sido descrito que presentan una secuencia de internalizacion nuclear y
que en el extremo amino se encuentra el dominio FOX, mientras que en el
carboxilo esta el dominio de trans-activacion (Biggs et al., 1999; Ramaswamy et
al., 2002). La regulacion de la localizacion sub-celular y actividad transcripcional
de los factores es logrado principalmente por modificaciones post-
traduccionales, tales como fosforilacion y acetilacion. Dos clases principales de
estimulos disparan la fosforilacion con efectos opuestos en la localizacion. En
respuesta a sefales de supervivencia y crecimiento tal como la via de la insulina,
los factores FOXO son fosforilados y localizados en el citoplasma, de manera
contraria en respuesta a estrés de tipo oxidativo los factores FOXO pueden ser
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fosforilados por JUN, provocando la internalizacion del factor incluso en
presencia de factores de crecimiento (Fu y Tindal; 2008).

Por otro lado, los factores FOXO son acetilados en varios residuos
conservados de lisina, muchos de los cuales estan en el dominio de unién a DNA,
por p300 y proteinas de unibn a CREB, que poseen actividad de acetil
transferasa, (Fukuoka et al ., 2003; van der Horst et al ., 2004). La acetilacion de
los factores FOXO parece ejercer un efecto inhibitorio en su actividad
posiblemente a través de disminuir la unibn a DNA. De forma opuesta la
desacetilacion de los factores FOXO por SIRT1 promueve la transcripcion de

genes involucrados durante el estrés (Daitoku et al., 2011).

En mamiferos los factores FOXO estan involucrados en la promocién de
apoptosis tanto extrinseca como intrinseca; se ha visto que FOXO dispara la
apoptosis extrinseca inducida por el ligando Fas (Brunet et al., 2004), asi como
proteinas de la familia de Bcl-2, a través de la expresiéon de Bim en células
hematopoyéticas que son deprivadas de factores de crecimiento (Dijkers et al.,
2000).

En C. elegans pha-4 codifica para el homologo de FOXA. PHA-4 se
requiere durante el desarrollo embrionario para el desarrollo de la faringe (Mango
et al.,1994) orquestando el desarrollo de la faringe durante el estadio larvario L1
(Gaudet, J. & Mango, 2002). Esta proteina se expresa temprano en la
embriogénesis particularmente en la faringe, en el intestino y en la gdénada
somatica en los estadios larvarios L3/L4 (Azzaria et al., 1996) Sin embargo en el
adulto participa durante la respuesta a ayuno (Zhong et al., 2010). Ademas PHA-4
participa durante el restriccion calorica donde aumenta la longevidad en una via
independiente del factor DAF-16 (Panowski et al., 2007).

En un analisis de coinmunoprecipitacion de cromatina (ChlP-seq) se
observd que cuando larvas son sometidas a ayuno durante el estadio L1, el
factor transcripcional PHA-4 se une a 1675 genes distintos a los que se une
durante la embriogénesis. Se ha determinado por términos de ontologia génetica
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(GO) que estos genes estan relacionados con metabolismo, regulacién de la

transcripcion y respuesta al estrés (Zhong et al., 2010).

En C. elegans el gen daf-16 codifica para el unico factor de tipo FOXO en
el nematodo. DAF-16/FoxO puede considerarse un regulador maestro, ya que
controla un gran numero de genes involucrados en resistencia a diferentes tipos
de estrés, asi como la formacion de la larva dauer y la longevidad (Tullet, 2015).

En presencia de comida y condiciones optimas de crecimiento hay altos
niveles de sefalizacion de insulina (Fig. 6), la cual es una hormona péptidica que
se une a un receptor tirosina-cinasa, codificado por el gen daf-2, esta sefial
activa a la cinasa PI3K, (age-1 en el nematodo) que aumenta la produccion de
fosfoinositidos como PIP3y PIP, que a su vez activan a la cinasa AKT, la cual
fosforila al factor DAF-16/FOXO, causando un secuestro en el citoplasma de
DAF-16/FoxO por FTT-2, una proteina de la familia 14-3-3 (Li et al., 2006).

INSULINA / IGF-2

citoplasma + DAF-2

_AGE-1/ PI3K

- AKT-2

AKT-1"7
DAF-16
U T
NACTIVO /"\

Diapausa

DAF-16
ﬁ Resistencia al estrés
ACTIVO

Longevidad
nicleo

Figura 6. Sefalizacién de insulina en condiciones fisiolégicas. En C. elegans, esta via de
sefalizacion se inicia con la sintesis del producto del gen daf-2 que es un receptor para
la insulina/IGF-1. En respuesta a la activacion del receptor se activa una proteina intracelular
llamada AGE-1 que activa un sistema de segundos mensajeros (las kinasas AKT-1 y AKT-2).
Estas kinasas permiten el paso del DAF-16 del citoplasma (estado inactivo) al nucleo (estado
activo), incrementando, entre otras actividades, la resistencia al estrés y la longevidad. Tomado y
modificado de Wolpert, 1998.

De manera contraria, bajo condiciones de deprivacion de nutrientes DAF-
16/FoxO se internaliza al nucleo donde regula la transcripcidon de sus genes
blancos. Por otro lado en mutantes del gen que codifica para el receptor de
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insulina (daf-2), se observa un aumento en la esperanza de vida del nematodo,
provocado por activacion de DAF-16/FoxO que activa genes de respuesta a
estrés como SOD-3 ( Zhou et al., 2011).

DAF-16/FoxO juega un papel importante en estrés oxidativo, choque de
calor y ayuno ( Henderson y Johnson, 2001). Diferentes tipos de estrés conducen
a la induccion de cinasas especificas que activan al factor transcripcional FOXO
por fosforilacion, tales como, la proteina cinasa JUN (JNK), que es parte de la
respuesta al estrés oxidativo; MST que esta involucrada en el control del
crecimiento; la proteina cinasa activada por AMP, AAK-2 en C. elegans (AMPK
en mamiferos) que responde ala proporcion de AMP/ATP asi como la ruta de
la MAPK p38 que influye en la respuesta inmune en el nematodo
(Hesp et al., 2015).

1.15. El factor SPTF-3/Sp1 en C. elegans

En mamiferos el factor Sp1 pertenece a la familia de factores transcripcionales
con dedos de zinc del tipo C2H2, los cuales estan codificados por 9 genes
correspondientes a 3 familias génicas (Sp1-Sp4, Sp5 y Sp6-Sp9) (Schaeper et al.,
2010). Las proteinas de la familia SP muestran diversas funciones regulatorias,
pueden actuar como activadores o represores dependiendo el gene al que estén
regulando asi como la isoforma presente y el contexto celular. Estos factores
reguladores activan tanto genes especificos del desarrollo como genes
constitutivos y genes del ciclo celular .

En C. elegans al menos 4 genes se han identificado como genes
tentativos para codificar factores de la familia SP (tip-1, sptf-1, sptf-2 y sptf-3)
(Zhao et al., 2002), aunque solo sptf-2 y sptf-3 codifican para proteinas con el
dominio de dedos de zinc C2H2, el cual es canonico en los miembros de los
factores SP.

La proteina SPTF-3 incluye un amino terminal que esta altamente
enriquecido de glutamina, una secuencia caracteristica especialmente asociada

con los factores de la familia Sp1-Sp4 (Schaeper et al.,2010). Estas caracteristicas
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identifican al gen sptf-3 como homologo a SP-1. Estudios sobre este factor han
demostrado que SPTF-3 activa directamente la transcripcion del gene egl/-1, el
cual codifica para una proteina con dominio BH3. De esta manera promueve la
apoptosis a través de la activacion de la maquinaria central de apoptosis durante
la apoptosis somatica. Por otro lado SPTF-3 activa la transcripcion de pig-1, un
gene relacionado a la cinasa de la familia AMPK, el cual codifica una proteina
cinasa y funciona durante la apoptosis de las neuronas hermanas M4 asi como
de las AQR en una ruta independiente que activa CED-3 (Hirose & Horvitz, 2013)
durante el estadio larvario L1. Recientemente se ha encontrado que spif-3 es
necesario para la expresion normal de genes del linaje endodermal (Sullivan-
Brown et al.,2015).
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2- Planteamiento del problema:

Al someter a los gusanos a 6 horas de ayuno la expresion de LIN-35/Rb aumenta
debido a la acumulacion de su RNAm y su persistente traduccion. Datos
genéticos sugieren que LIN-35/Rb disminuye la expresion de ced-9/Bcl-2 lo que
conduce a la apoptosis de las células germinales (Lascares-Lagunas et al.,2014).
Sin embargo hasta el momento no se ha estudiado el mecanismo por el cual el
RNAm de lin-35 aumenta durante el ayuno. En el presente trabajo pretendemos

determinar como es que ocurre dicho proceso.
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3.- Hipotesis:

Si los factores transcripcionales de este estudio controlan la expresion de /in-35 'y
este a su vez regula la induccidén de apoptosis por ayuno, entonces en un fondo
mutante de estos factores la apoptosis inducida por ayuno no aumentara, ya que
la expresion de CED-9 no se vera afectada directamente por LIN-35.
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4.- Objetivos:

Objetivo General:

Estudiar la regulacion de la expresion de /in-35 en el ayuno en el nematodo
C. elegans

4.1. Objetivos particulares

* Determinar la region promotora del gen /in-35.

* |dentificar los factores transcripcionales que posiblemente regulan la expresion
del gen /in-35/Rb durante el ayuno.

* Determinar si dichos factores transcripcionales regulan la apoptosis inducida por
ayuno.

39



5.- Metodologia.

5.1. Mantenimiento de las cepas

Las cepas empleadas en este trabajo se enlistan en la tabla 1.

Cepa Genotipo de la cepa

N2 Silvestre

MT19372 sptf-3 (n 4850) I; nls283X
GR1307 daf-16 (mgDf50) L.
MD701 bcls39 V

Tabla 1.- Cepas empleadas en este trabajo

Las diferentes cepas fueron incubadas para su mantenimiento a 24° C en cajas
con medio NGM-Lite sdlido, que contiene: 2 g de NaCl, 4 g de bactotriptona, 3 g
de fosfato de sodio monobasico, 0.5 g de fosfato de sodio dibasico y 0.008 g de
colesterol; al medio se le agregd 20 g de agar para las cajas de mantenimiento y
30 g para las cajas empleadas en los experimentos de RNAIi, estas
concentraciones fueron empleadas para hacer 1 litro de medio. Posteriormente el
medio fue esterilizado por autoclave, se vertid en cajas petri estériles que se
dejaron secar durante una noche. Al dia siguiente se agregaron 250 pl de un
cultivo fresco de E. coli OP50. Las cajas se incubaron una noche a temperatura
ambiente y fueron guardadas al dia siguente a 4° C hasta su utilizacion.

Para crecer el cultivo de la cepa de E. coli OP50 se incularon 50 ml de medio
Luria Bertani (LB) con streptomicina a una concentracion final de 50 pl/ pg. El
cultivo se incubo a 37° C durante 12 horas en una agitacion constante (250

r.p.m)
5.2. Sincronizacion de nematodos

Para obtener gusanos L1 sincronizados, se colectaron hermafroditas adultos
gravidos de una caja mediana (con 500 nematodos aproximadamente) en 5 ml de
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M9 en un tubo falcon de 15ml estéril. A continuacion se agregaron 650 ul de
hidroxido de sodio 5N (NaOH) y 1300 pl de cloro comercial, inmediatamente
después se agito durante 6 minutos en un vortex. Despues de 6 minutos se
centrifugd por 30 segundos a 11000 rpm, en una centrifuga clinica y se decanto el
sobrenadante. Para disminuir el exceso de hidréxido de sodio y cloro  se
realizaron cuatro lavados con 10 ml de M9 cada uno. Al terminar los lavados se
recupero la pastilla de embriones en 10 ml de M9 y se transferié a un tubo falcon
de 15 ml nuevo estéril. Los embriones se dejaron a 24°C en agitacidon toda la
noche. Al dia siguiente se centrifugan los tubos (a 11000 rpm), se desecha el
sobrenadante procurando que quede 1ml de M9. Se resuspendieron los
nematodos y se cuantificé en 10ul de esta mezcla. Se sembraron 500 gusanos
en cajas con OP50-1, o con bacteria HT115 con plasmidos L4440 para los

experimentos de RNAI.

5.3.- Silenciamiento de los genes por medio de la técnica de RNA de
interferencia (RNAi).

Para hacer los experimentos de RNAI, se prepararon placas de NGM-lite como se
describi6 arriba con la diferencia de emplear 30 g de agar. Una vez esterilizado el
medio se agrego tetraciclina a un concentracion final de 12. 5 ug/ ml;
Ampicilina 50mg/ml, e IPTG al 1mM. Posteriormente se dejo secar las cajas
durante la noche. Paralelamente se inocularon 10 ml de medio LB + tetraciclina vy
ampicilina (misma concentracion) con bacterias HT115, que contenian los
plasmidos para hacer RNAI de los genes skn-1, atf-7, atf-2, sptf-3, nhr-28, daf-16 y
pha-4. Estos plasmidos son parte de la coleccion para hacer RNAi por
alimentacion de Open Biosystems. Finalmente se mandaron a secuenciar para

confirmar que estos eran los genes de interes.

Para la induccion de los RNA dc, el cultivo de bacterias (con el gen de
estudio) se colocé en cajas previamente preparadas. Se usaron 800 pl de cultivo.
Los cultivos se dejaron por 18 horas a tempreratura ambiente, tiempo en el cual

se induce el RNA de doble cadena en las bacterias. Como control de los
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experimentos se empleo el plasmido PD129.36 sin ningun gen inserto,
considerado a partir de aqui como PV (Plasmido vacio).

Para silenciar los genes skn-1, atf-7, atf-2, sptf-3, nhr-28, daf-16, 500
gusanos L1 sincronizados fueron colocados por caja NGM-lite con bacterias E.
coli HT115 que contenian el plasmido para el gen de interés o PV como control.
Para cada gene se colocaron 2 cajas de 500 gusanos, la primer caja fue empleada
como control y los gusanos de la segunda caja fueron sometidos a un ayuno de 6
hrs (ver seccion 5.5). Los gusanos se incubaron 48 horas a 24 °C hasta ser
adultos de 1 dia. Posteriormente se extrajo el RNA (ver seccién 5.6). Para
silenciar al gen pha-4 se colocaron 500 gusanos L4 jévenes y se dejaron 24
horas a 24°C, los gusanos adultos de 1 dia fueron colectados y el RNA fue
extraido. Para el gen pha-4 los gusanos fueron alimentados con la bacteria
conteniendo el plasmido de RNAi apartir de la etapa embrionaria L4, ya que la
ausencia de PHA-4 durante las etapas larvarias anteriores exhibe una gdénada
muy afectada.

5.4.- Cuantificacion de cuerpos apoptéticos utilizando la cepa transgénica
MD701

La cuantificacibn de los cuerpos apoptoticos se llevo a acabo en la cepa
transgenica MD701, la cual expresa una fusidn traduccional de la proteina CED-1
etiquetada en el extremo carboxilo con la proteina verde flourescente (CED-
1::GFP) (Zhou et al.,, 2001). De esta manera es posible ver por medio de
microscopia de flourescencia los cuerpos apoptéticos que se producen en la
gonada de los nematodos de este transgen por que CED-1 resalta los cuerpos
apoptoticos (Zhou et al., 2001).

Los gusanos transgénicos sincronizados se alimentaron con bacteria E. coli
que contenia el RNA de doble cadena. Para los genes skn-1, atf-7, atf-2, sptf-3,
nhr-28, daf-16 los nematodos fueron alimentados con bacteria con RNA de doble
cadena desde la etapa larvaria L1.
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Para visualizar los cuerpos apoptéticos de los gusanos adultos de 1 dia
en condiciones contro 0 ayuno, los gusanos se montaron en colchones de agarosa
al 2% vy fueron anestesiados con 30 pl de tetramizol en M9 para su posterior

vizualizacion en el microscopio de flourescencia.

5.5- Condiciones control.

Los gusanos tratados como control fueron gusanos alimentados en todo momento
con ya sea PV o con el dsRNA para los genes de interés, adultos de 1 dia fueron
montados en placas de agarosa al 2% en 30 uL de M9 y 30ml de tetramizol
para anestesiarlos, posteriormente se observaron en el microscopio de
flourescencia, cuantificando los cuerpos apoptéticos.

Se observé simultaneamente control y experimental. Estos experimentos se

realizaron en por lo menos 25 godnadas.
5.6- Condiciones de ayuno.

Los gusanos adultos de 1 dia sometidos a ayuno fueron colocados en cajas con
NGM-lite durante 6 horas (ayuno), el cual consistié en colocar a 40 gusanos en
placas NGM-lite sin bacteria durante las 6 horas. Posterior al ayuno los gusanos
fueron montados en placas de agarosa al 2% en 30 uL de M9 vy 30ml de
tetramizol para anesteciarlos, posteriormente se observaron en el microscopio

de flourescencia, cuantificando los cuerpos apoptoticos.
5.7.- Extraccién de RNA

Se colectaron 500 nematodos adultos de 1 dia por cada condicidn, se utilizd
medio M9 1X, para eliminar el exceso de bacterias se hicieron de 4 a 5 lavados,
en un volumen de 15ml de M9. Cada lavado consistié en poner a los animales
colectados en hielo para que se sedimentaran, luego se sacd con una pipeta el
sobrenadante y se cambio por medio M9 1X nuevo, esto se repitio 4 o0 5 veces.
Después, las muestras se centrifugaron y se retird la mayor cantidad de liquido

dejando solo la pastilla de animales. A los animales se les agregé 500 ml de
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TRIZOL, el tubo se congel6 en nitrégeno liquido (N2) y se almaceno a -70°C
para su posterior extraccion. Para lisar a los gusanos, se utilizaron perlas de vidrio
previamente lavadas con 1 ml de agua con DEPC y estériles. Posteriormente se
incubé a temperatura ambiente durante 5 minutos. A cada tubo eppendorf se le
agrego 200 pl de cloroformo y se agito 15 segundos en el vortex, luego de
esto se incubo6 a temperatura ambiente por 3 minutos. Después de la incubacion,
las muestras se centrifugaron a 4°C a 13400 rpm durante 15 minutos. Al término
de la centrifugacion se observaron 3 fases, se extrajo la fase superior en donde se
encuentra el RNA y se pasé a un tubo nuevo. A cada tubo se le agregaron 500 pl
de isopropanol, se mezcléo con el vortex y se incubd a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Las muestras se volvieron a centrifugar a 13400 rpm a 4°C
durante 10 minutos, se decanto el sobrenadante y se anadio 500 ul de etanol al
70% en agua DEPC. Se centrifug6 a 8400 rpm durante 5 minutos a 4°C. El etanol
se decantd y el excedente se extrajé con ayuda de una micropipeta. Los tubos
se dejaron secar a temperatura ambiente abiertos durante 6 minutos. A cada
tubo se le adicionaron 20 pl de agua tratada con DEPC. Para disolver la pastilla de
RNA se mezcl6 por vortex e incubd a 60°C durante 10 minutos. Posteriormente se
cuantificod la concentracion de RNA de cada muestra en el espectrofotometro de
micromuestra nanodrop modelo 2000. EI RNA obtenido de la extraccion fue
analizado por gel para ver su integridad y cuantificado en el espectrofotometro
nanodrop 2000. Finalmente fue guardado a -70°C hasta su utilizacion.

5.8.- Sintesis de cDNA.

El RNA extraido se cuantifico y ajustd a 1 yg en un volumen final de 10 pl en
Buffer 1X de DNAsa | y se afiadio 0.2 unidades de DNAsa I Invitrogen durante 15
minutos a 37° C, seguido de esto se afadi6é 1 yl de EDTA en H,O DEPC en una
concentracion final de 0.5 mM y se incubo 10 minutos a 60° C para inactivar la
enzima DNAsa |. Despues de la purificacion del RNA por el paso de DNAsa | se
cuantifico en el espectofotometro nanodrop 2000 y se ajusto a 200 ng en un
volumen dinal de 20 yl con los que se sintetizo el cDNA a partir de la reaccion

llevada acabo por la Retro Transcriptasa (RT).
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Para comprobar que el cDNA funcionara se amplificé 1 ul de cDNA con
los oligos para amplificar act-4 como control positivo en condiciones control.
Las secuencias de los oligonucléotidos son act-4  Forward
(CCCTCGAGAAGTCCTACGAA) y (TCCATACCCAAGAAGGATGG) act-4
Reverse. Se empleo un control negativo de —RT, que consiste en tratar la
muestra como el positivo con la unica diferencia de que no se adiciona la enzima
RT.

5.9.- Cuantificacion de la expresion de RNA mediante qRT-PCR (PCR en

tiempo real)

La amplificacion por PCR se realizo utilizando oligonucleétidos especificos para
los genes de interés (tabla 2) . La amplificacion fue realizada empleando Power
SYBR Green PCR Master Mix (Aplied Biosystems). Cada reaccion de 20 pl
contenia 10 yl de SYBR Green Master Mix, 3 pl de Oligo Fw (250nM), 3 ul de
Oligo Rv (250nM), 1 pl de cDNA y 3 pl de H,O milliQ estéril. Se realizo el gPCR
en reacciones de 20 pl por triplicado. Para la deteccion se utilizo el sistema ABI
PRISM 7000. 18s fue empleado como control de amplificacion es decir que los
valores CT de cada uno de los genes amplificados fueron normalizados con los
valores obtenidos para 78s. Los valores de expresion relativa fueron obtenidos
utilizando el método  comparativo AAct (Livak y Schmittgen, 2001). Los
oligonucléotidos empleados para la amplificacion fueron obtenidos de trabajos

previos en el laboratorio y se muestran en la tabla 2.

Nombre del Secuencia del oligonucledétido Tamano del amplificado

oligonucledtido
18s Fw qPCR GTACAAAGGGCAGGGACGTA
18s Rv qPCR TTCTTCCATGTCCGGGATAG 106 pb

lin-35 Fw qPCR ACTGGAATTCCCGTCCACTTG
lin-35 Rv qPCR TCCGCTCATCAATACTTCCA 112 pb

45




Tabla 2.- Oligonucleotidos empleados para q PCR.

5.10. Evaluacién de los RNAi por fenotipos.

Para poder confirmar que los RNAi de los genes de interes funcionaron se
evaluaron los fenotipos de los animales RNAi de cada uno de los fondos
empleados. Utilizando los fenotipos reportados se realizaron diversos
experimentos para poder corroborar que los RNAi de cada fondo tuvieran el
fenoetipo esperado. La ausencia del gen pha-4 genera un retraso en el desarrollo
larvario  (Fig. 7 panel A) el 55% de los animales observados tenian un retraso
en el desarrollo. Las fotos de lado derecho del panel A delimitan con una linea
amarilla la génada de animales PV y animales con RNAI para pha-4, donde se
observa como el tamafo de la gonada en animales RNAi es menor. Por otro lado
los gusanos sometidos a RNAI para el gen sptf-3 mostraban defectos en la vulva
en un 80% (Fig. 7 panel B); las fotos a la derecha del panel B muestran animales
sometidos a PV o RNAI de sptf-3, arriba se observa un fenotipo silvestre, mientras
que en la foto corespondiente a los gusanos sometidos a RNAI sptf-3 se observo

una masa a la altura de la vulva.

Los animales sometidos a RNAI para los genes skn-1y atf-2 mostraron un
fenotipo de letalidad embrionaria en 100% y 20% respectivamente comparado con
el control (PV) (Fig. 7 panel C). Para los gusanos sometidos al RNAi para daf-16
se observé que los animales RNAi formaron dauer solo en un 16% mientras que
los animales PV fueron capaces de formar dauer en 80% (Fig. 7 panel D).
Finalmente los animales tratados con RNAI para el gen nhr-28 mostraron un
aumento en el almacenamiento de lipidos, esto fue analizado por la tincion con
rojo de nilo y cuantificacion relativa de flourescencia (Fig. 7 panel E). Las fotos de
lado dereche del panel E representan animales L4 ya sea PV o nhr-28 que

fueron tefidos con rojo de nilo para observar la acumulacion de lipidos.
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Figura 7. Evaluacion de RNA de interferencia por fenotipos. El panel A muestra el fenotipo
encontrado en animales contro (PV) y RNAIi pha-4. Las fotos a la derecha del panel A muestran la
comparacion del fenotipo encontrado en los animales ya sea PV o RNAi pha-4, las lineas
amarillas en estas fotos delimitan la gébnada que es claramente mas pequefa en los animales
con RNAI de ph-4. El panel B muestra el procentaje de animales con fenotipo con defectos en la
vulva en animales control y RNAI para sptf-3. Las fotos a la derecha del panel B muestran la
comparacion del fenotipo encontrado en los animales ya sea PV o RNAi sptf-3. El panel C
muestra el porcentaje de letalidad embrionaria en animales control (PV) y RNAI para skn-1 y atf-2.
En el panel D se muestra el porcentaje de animales que entraron a dauer en animales control y
RNAI daf-16. En el panel E se muestra el fenotipo de incremento en la flourescencia de lipidos en
animales (PV) y RNAI de nrh-28 . Las fotos a la derecha del panel E muestran la comparacion del
fenotipo encontrado en los animales ya sea PV o RNAi de nrh-28.
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6.- Resultados

6.1.- Determinacion de la region promotora del gen /in-35

a) Estructura génica del locus /in-35/Rb y sus regiones aledafnas

El gen de lin 35 se encuentra en el cromosoma |, aledafio al gen vps-51 que
codifica para la proteina VPS-51, subunidad del complejo retrégrado del aparato
de golgi y homologo del complejo retrogrado en levadura (Luo et al., 2011). Entre
vps-51 y lin-35 hay una region intergénica de aproximadamente 490 pb
(Wormbase release WS257).

El gen lin-35 codifica para una proteina de 961 resiudos de aminoacidos, la
cual es homodloga a la proteina Retinoblastoma de humano y no tiene empalmes
alternativos reportados (Fig. 8). El gen de /in-35 contiene 10 exones, en el
segundo intron se encuentra el marco de lectura abierta C32F10.4, el cual es un
gen que codifica en direccion antisentido para una proteina no anotada
(Wormbase release WS257). Por estudios masivos se sabe que C32F10.4 es un
regulador del desarrollo embrionario y controla negativamente el desarrollo de la
vulva (Ceron et al., 2007).

| 1 1 1 1 1 1 L 1 1 L 1
804k 5805 506K 5807k 5806k 580k 5810k 5811k 5812k 5813 Sa1dk 5815
+ B B8 HE E Curated WormBase WS220 Genes

vps-51 (32F10.4 hng-3

. gy 5 gy S 1 | T U L gy | g hng-3 (C32F10,5)
S iy |1 iy | S i — | — ) lggggéo_q_zm
1in-35 (C32F10.2) 00 b ™ e ¥ iy IS | S g W | W I gy S—

Figura 8.- Mapa genémico del locus lin-35. La imagen muestra un acercamiento al locus del gen
correspondiente a lin-35 (coloreado en amarillo). En el segundo intrén del gen /in-35, se observa
el ORF C32F10.4 en una direccion antisentido. El gen /in-35 no muestra empalme alternativo y
tiene una region intergenica de 490 pb con el gen vps-51. Figura tomada wormbase (Wormbase
release WS257). Los niumeros en la barra superior indican la posicidn genética, que van desde
5804mil a 5815 mi, del cromosoma I.
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b) Delimitacion por analisis bioinformaticos de la regién promotora de /in-35

Para delimitar la region promotora, se realizé un analisis in silico de la region rio
arriba del gen lin-35. Este analisis fue llevado a cabo con la informacion contenida
en la base de datos ModEncode (http://www.modencode.org/), en donde se ha
depositado la informacion sobre la regulacion del genoma del nematodo, tal como
los experimentos de Co-Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP-seq) para
determinar la union de factores transcripcionales asi como modificaciones de
histonas. Estos datos fueron depositados por el grupo de Snyder en 2004 a través
de analisis globales de ChlIP, los cuales consistieron en identificar 300 factores
transcripcionales cada uno unido a la proteina GFP en su extremo carboxilo,
posteriormente se realizo una ChIP y la posterior secuenciacion por Solexa GA2
(http://gbrowse.modencode.org/fgb2/gbrowse/worm/?display_citation=Snyder_AN
TIGFP_WIG_AMA1_COMB).

En el analisis se obtuvo el mapa gendmico de la region correspondiente
al gen de Iin-35, para visualizar las modificaciones postranscripcionales de
algunas histonas. Especificamente se busco la trimetilacion de las lisina 4 en la
histona 3 (H3K4me3) ya que esta modificacion parece estar conservada en
diveros eucariontes y se ha asociado a eucromatina (Heintzman & Ren, 2007) .
También se buscaron las variantes de histonas H2A.Z y H3.3 que se han
asociado como marcas de promotores activos (Whittle et al., 2008). Por ultimo
para delimitar al promotor se buscé la prescencia de la subunidad mayor de la
polimerasa I, la cual esta codificada por el gen ama-1 ( Bird & Riddle, 1989).

En la Figura 9 se observa que la region rio arriba del promotor /in-35
muestra un enriquecimiento de la marca H3K4me3 en las regiones flanqueantes
a la region intergenica (se muestran los datos del estadio L3 por ser los
disponibles en la base de datos), asi como enriquecimiento de las variantes de
histonas H3.3 y H2A.Z (codificada por htz-1) en el mismo estadio larvario.
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Figura 9. Andlisis bioinformatico de la region promotora de /in-35. Por medio de un analisis
bioinformatico se determino que la region de 700 pb rio arriba del gene /in-35 (linea negra) asi
como la regidon de 500 pb del primer intrén (linea verde) muestra un enriquecimiento significativo
en la presencia de la marca H3K4me3, (amarillo) la cual esta asociada a promotores activos,
ademas experimentos de Chip-Chip de variantes de histonas H3.3 (en rojo) y H2AZ o HTZ1 (en
negro para embriones y color salmén para gusanos L3). En azul se muestra también la presencia
de la sub unidad grande de la polimerasa Il, que en C. elegans es codificada por el gen ama-1.
EMB: Embriones, L3 y L4 se refiere a los estadios larvarios 3 y 4 respectivamente, y YA son
adultos jovenes. Figura tomada del ModEncode

Con base en el analisis de la informacion obtenida en el ModEncode es
posible concluir que la regién de 1200 pb comprendida por 700 pb rio arriba
del gen [in-35 y 500 pb del gen que comprenden el primer exén e intrén de lin-
35/Rb muestra las caracteristicas propias de una region promotora (Fig. 9). Esto
sugiere que sea altamente probable que en esta regidn este contenido el nucleo
del promotor, debido a la presencia de la subunidad grande de la polimerasa Il
codificada por ama-1, asi como la presencia de la H3K4me3, lo cual correlaciona
con la ausencia de la H3K4me2, marca caracteristica de regiones potenciadoras.
Es importante resaltar que en la region intergénica entre vps-51y lin-35 se logra
observar una disminucion de la marca de histonas (H3K4me3) (Fig. 9), lo que
podria comprender la region libre de nucleosomas, caracteristica de regiones
promotoras donde 1 o 2 nucleosomas son desplazados permitiendo que la
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maquinaria transcripcional interaccione con las regiones reguladoras (Heintzman &
Ren, 2007 ).

Por otro lado, en el primer intron se encuentra un enriquecimiento de la
misma marca, se ha visto que el primer intrbn puede contener elementos
regulatorios importantes para la regulacion de diversos genes (Bornstein et al ;
1987, Bass et al; 2014). El tamafo definido para el promotor de /in-35 es
consistente con la literatura, ya que se ha observado que la region promotora en
promedio de los genes de C. elegans tiene un tamano aproximado de 1.5 kb
(Reinke et al., 2013).

6.2. Busqueda de posibles factores transcripcionales encargados de

regular al gen lin-35 durante ayuno por medios bioinformaticos.

a) Factores que regulan al gen rb1 en mamiferos y que pueden estar
conservados en C. elegans.

Debido a que el genoma del nematodo comparte un 40% de genes homologos
con organismos superiores y que el gen de /in-35 es el homologo al gen de
retinoblastoma (rb1) se decidi6 buscar factores transcripcionales que son
reguladores de Rb en mamiferos (Montgomery, 1994 ) y que pudieran tener sitios

de unién en el promotor de /in-35.

Algunos de los factores que regulan al gen Rb en mamiferos son el factor
SP1, asi como algunos factores de la familia CREB (ATF-2, ATF-7), estos
factores cuentan con un homologo en el nematodo codificados por los genes sptf-
3, (Hirose & Horvitz; 2013) asi como atf-2 y atf7 respectivamente. Ademas los
factores ATF-2/ATF-7 pertenecen a la familia de factores sensibles a los cambios
ATP/AMP por lo que podrian funcionar como activadores de genes durante el
ayuno (Persengiev y Green; 2002).

En la figura 10 se muestra el promotor del gen Rb de mamiferos y los
sitios para sus reguladores principales. En el nematodo C. elegans se
encontraron homologos de los reguladores ATF y SP1, ademas de que existen
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en la region promotora del gen lin-35 sitios de probables de unién a estos factores
( ver Fig. 12).

e = — .
-215 GGACGTGACGCCGCGGGCGGAAGTGACGTTTTCCCGC -179

a)

SP1 ATF
/L
-1988 —// e {CAT] RBP2.0CAT
-1988 —7// RBPAE2CAT
-1988 —7// .~ {CAT] RBPASacCAT

Figura 10. Esquema del promotor de RB en mamiferos. El gen RB codifica para la proteina de
retinoblastoma. En el esquema se muestra la regiéon promotora, comprendida en -215 a -179, la
cual presenta sitios de union para el factores transcripcionales SP1 (GGGCGG), para reguladores
de la familia ATF (TGACGT). Las leyendas RBP2.0 CAT, RBPAE2CAT y RBPASacCAT
corresponden a las cepas empleadas en el trabajo de Montgomery donde se indican mutaciones
o deleciones de las secuencias en 2 kilobases del promotor de RB. Figura tomada y modificada
de Montgomery 1994.

b) Busqueda de posibles factores transcripcionales que regulan al gen lin-

35en C. elegans

El segundo enfoque empleado para encontrar factores transcripcionales que
pudieran estar regulando al gen /in-35 fue utilizar los datos depositados en el
ModEncode de experimentos masivos de ChlP-seq que se han hecho en el
nematodo. Debido a que no todos los datos de ChIP-seq se han realizado en
gusanos adultos, se tomaron los datos disponibles de los diferentes estadios
larvarios en los que se han realizado estos ensayos como una aproximacion
(Araya et al., 2014).

Como un primer método para discernir entre factores se tomaron en cuenta
aquellos reguladores que mostraran tener interaccion fisica con la region
promotora del gen /in-35. Es decir se buscaron factores que mostraran un
enriquecimiento significativo comparado con otras regiones del genoma y que
hubiesen sido probadas por analisis de ChlIP-seq. El segundo criterio fue
seleccionar factores transcripcionales que estuvieran involucrados en vias de

sefializacion de estrés y disponibilidad de nutrientes. Por ultimo se revisé que
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estos factores transcripcionales regulen genes en la gonada, a través de la
revision bibliografica de su expresibn o su papel en procesos en la linea

germinal.

Utilizando estos criterios se tomaron en cuenta los factores
transcripcionales que regulan procesos de estrés durante el ayuno tales como los
factores PHA-4, que es un regulador clave durante la restriccion caldrica y en el
ayuno (Panowski et al., 2007); DAF-16 es el regulador de la via de la insulina
(Lin et al., 2001), su funcién es crucial para responder en el estrés oxidativo asi
como el ayuno (Henderson y Johnson, 2001); SKN-1, homologo al gen Nrf-2 en
mamiferos, este factor es importante durante el estrés oxidativo (Inoue et
al.,2005), por ultimo el factor NHR-28 perteneciente a la familia de los receptores
nucleares de hormonas involucrado en el almacenamiento de lipidos (Arda HE, et

al., 2010). En la tabla 3 se resumen algunas funciones de los factores

transcripcionales empleados en este trabajo.

Funcion

El gen atf-2 codifica para un factor transcripcional
dependiente de cAMP, paralogo a CES-2, que pertenece
a la familia de cremallera de leucina (bZip) que participa
en la regulacion de la apoptosis. La actividad de atf-2 es
requerida para el correcto desarrollo del ducto
excretorio y es esencial para el desarrollo embrionario.
ATF-2 controla la expresion del gen [lin-48.
Ademas atf-2 es expresado en embriones y se puede
observar en larvas y adultos.

El gen atf-7 codifica para el ortdlogo tentativo del factor
ATF-2 en mamiferos, el cual pertenece a la familia de
cremalleras de leucina (bZIP), ATF-7 actua como un
regulador transcripcional de la respuesta inmune innata
en el nematodo mediada por PMK-1 (Shivers et al., 2010)

Gen en C. | Homoélogo
elegans

ATF-2 CREB/ATF
ATF-7 ATF
DAF-16 FOXO

El gen daf-16 codifica para el unico factor homoélogo a
(FOXO) de C. elegans; DAF-16 funciona como un factor
transcripcional que actua mediando la sefalizacion del
receptor de insulina (IIS) que regula la formacién de
dauer, longevidad, respuesta a estrés metabolismo de
lipidos y sistema inmune. DAF-16 es ampliamente
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expresado en el organismo, pero muestra
enriquecimiento en isoformas de manera tejido
especifica. Se localiza tanto en citoplasma como en
nucleo siendo su localizacion importante para la
regulacion de su funcion.

PHA-4

FOXA

El gen pha-4 codifica para el gen homologo al factor
FOXA, este factor funciona como un factor de identidad
de la faringe durante la embriogénesis. PHA-4 es
esencial para la recuperaciéon de dauery el desarrollo de
la génada y la vulva.

La transcripcién de pha-4 es elevada durante el ayuno.

NHR-28

HNF-4

NHR-28 pertenece a la familia de receptores nucleares
de hormonas; en C. elegans esta involucrado en el
almacenamiento de lipidos (Arda HE et al., 2010).

SPTF-3

SP1

Factor transcripcional que controla la expresioén del gen
egl-1 (Hirose y Horvitz, 2013). En el nematodo se ha
reportado que el factor SPTF-3 es importante para la
produccion normal de ovocitos y en el desarrollo
embrionario.

SKN-1

Nrf-2

Durante los estadios tempranos del desarrollo de C.
elegans el factor transcripcional SKN-1 inicia el
desarrollo del sistema digestivo y otros tejidos del
mesodermo. Después del desarrollo SKN-1 participa en
la fase Il de desintoxicacién a través de mecanismos
de activacion de genes inducibles en el intestino (An y
Blackwell, 2003)

El factor SKN-1 actua durante la longevidad, y podria ser
de importancia en el envejecimiento.

(Blackwell, 2015). También regula diversos genes
involucrados en el metabolismo de los lipidos y reduce el
almacenamiento de las grasas, causada por la ausencia
de la linea germinal.

Tabla 3 . Factores transcripcionales candidatos para regular a /in-35 en el ayuno. Informacién
obtenida bibliograficamente.
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En la figura 11 se muestra el resultado del analisis in silico de los
reguladores mencionados anteriormente, donde es posible observar el pico de
enriquecimiento para cada factor en la region intergénica del gen /in-35 'y vps-51.

En conclusion los factores transcripcionales DAF-16, PHA-4, SKN-1 y
NHR-28 muestran un enriquecimiento por experimentos de ChIP en la region
intergénica de lin-35y vsp-51.
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Figura 11. Los factores transcripcionales DAF-16/FOXO, PHA-4/FOXA, SKN-1/Nrf-2 y NRH-28
se encuentran enriquecidos en la regidn rio arriba del gen /in-35. Por medio de un analisis de
la secuencia promotora de /in-35 se observa que los factores transcripcionales DAF-16 (amarillo),
PHA-4 (gris), SKN-1 (rojo) y NHR-28 (azul) tienen una regién de enriquecimiento en la regién
promotora de /in-35 (datos de ModEncode de experimentos de ChlPsec). L3 y L4 se refiere a los
estadios larvarios 3 y 4 respectivamente, y YA son adultos jévenes. Figura tomada del
ModEncode.

A manera de resumen se muestra en la figura 12 un esquema de cémo
estaria organizada la region del gen /in-35 definida como promotora en este
trabajo. En lafigura se observa una ampliacion de la region intergénica entre el
gen lin-35 y vsp-1 donde se muestran enriquecidos los factores transcripcionales

anteriormente descritos, asi como los posibles sitios de unién para estos factores.
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Figura 12. Esquema del promotor de /in-35. Promotor del gen /in-35 en el nematodo, se
muestra en base a los datos obtenidos del ModEncode la estructura del promotor, asi como los
posibles sitios de unién para los factores transcripcionales SPTF-3 (GCGCGC) y ATF-2/7
(AGGACGTGC), asi como para reguladores de estrés como SKN-1, DAF-16 y PHA-4.

6.3.- Participacidon de los posibles reguladores de /in-35 en la induccion de
apoptosis inducida por ayuno.

Salinas y colaboradores reportaron una induccion de apoptosis al someter a los
gusanos a un ayuno de 6 horas en la cepa silvestre (Salinas et al., 2006).

Se realizé un escrutinio a través de la cuantificaciéon de cuerpos apoptoticos por
medio de flourescencia en fondos RNAi de los factores transcripcionales
anteriormente descritos para saber si estos factores influian en la apoptosis

inducida por ayuno, Y si esta induccion era a través de la expresion de /in-35.
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Para este analisis se realizd un escrutinio por medio del silenciamiento por

RNAI algunos posibles reguladores de /in-35.

Tomando ventaja del transgénico MD701, se realizaron los conteos de cuerpos
apoptoticos. Esta cepa contiene una fusién traduccional de la proteina de
membrana CED-1 que media la fagocitosis de las células que son eliminadas por
apoptosis con la proteina verde fluorescente (GFP), lo cual facilita la observacion
de los cuerpos apoptoéticos por medio microscopia de fluorescencia. Se tomaron
7 activadores tentativos y se realizaron experimentos de RNA/, para cuantificar el

numero de cuerpos apoptoticos en condiciones control y ayuno.

a) SKN-1/Nrf-2 y ATF-7/ATF no son requeridos para la induccién de

apoptosis durante el ayuno.

El experimento consistid en interferir los genes de interés en una
poblacién de gusanos sincronizados en estadio L1, que estuvieron en contacto
con la bacteria con el RNA de doble cadena para el gen de interés hasta ser
adultos de 1 dia. Los gusanos control fueron alimentados con bacteria que
expresa un plasmido vacio (PV), sin ningun gen blanco en C. elegans para RNAI,
por otro lado los gusanos experimentales fueron alimentados con bacterias con el
RNA dc para silenciar los genes skn-1 y atf-7 respectivamente, y al llegar al
estadio adulto fueron ayunados por 6 horas. En el grupo control los animales
siempre tuvieron alimento, mientras que el grupo experimental fue conformado

por gusanos adultos de 1 dia ayunados por 6 horas.

La figura 13 muestra el conteo de los cuerpos apoptéticos por brazo de la
gonada de adultos de 1 dia control y ayuno en los gusanos CED-1:GFP donde
fueron silenciados los genes skn-1y atf-7. La barra referente al control muestra
la apoptosis fisiologica, mientras que la barra de ayuno se refiere a la apoptosis
que es inducida por el ayuno de 6 horas (Fig.13). Como se ha reportado
anteriormente los gusanos control (PV) muestran una apoptosis fisiologica basal

y durante el ayuno el numero de cuerpos apoptoticos aumenta casi al doble, los
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resultados obtenidos en este trabajo muestran una induccion de 1.98 veces con
respecto a su control (PV). Al cuantificar los cuerpos apoptoéticos en los gusanos
con el fondo RNAI para skn-1 podemos observar que en condiciones control el
numero de cuerpos apoptéticos aumenta parcialmente ( 1.45 veces de induccion)
con respecto a lo observado en gusanos control (PV) y durante el ayuno el
numero de cuerpos aumenta de manera significativa ( 1.7 veces de induccién) de

manera similar a lo observado en los gusanos PV (Fig.13).

Al cuantificar los gusanos silenciados para el gen atf-7 muestran una induccion
parcial en la apoptosis fisioldgica ( 1.5 veces de induccion), sin embargo en la
condicion de ayuno se observa una induccion similar a la condicién control (1.8
veces). Por esta razon podemos concluir que el silenciamiento de estos factores
transcripcionales aumentan parcialmente apoptosis, aunque los cambios en la
apoptosis que se muestran son sutiles, son significativos con respecto al control
de plasmido vacio. Con respecto a la apoptosis inducida por ayuno se puede
observar que este par de factores no son necesarios para inducir apoptosis en
dicha condicion. La activacion del gen /in-35 durante el ayuno no parece estar
dependiendo de estos reguladores, ya que el numero de cuerpos apoptéticos no
cambido con respecto al control, sin embargo, esto no ha sido probado

experimentalmente.
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Figura 13. Los factores transcripcionales SKN-1 y ATF-7 no son necesarios para inducir
apoptosis durante el ayuno. Animales de la cepa CED-1::GFP sincronizados en estadio L1
fueron crecidos a 24° C en presencia de bacterias con RNA dc para control (PV), skn-1 o atf-7.
Cuando los animales llegaron a ser adultos de 1 dia fueron colectados y separados en 2 grupos; el
grupo control fue colocado en placas con bacterias, el segundo grupo fue colocado en placas sin
bacterias y sometidos a ayuno durante 6 horas. Los animales fueron montados en parches de
agarosa al 2% y visualizados en el microscopio de fluorescencia para contar el numero de
cuerpos apoptoticos/ por brazo de la gébnada en condiciones control y ayuno. N= 52. Esta grafica
representa el promedio + SEM de 3 experimentos independientes y se comparo por medio de una
Anova de una via complementado por una prueba de bonferoni con una confiabilidad de 99.9%
Los simbolos ***(P< 0.001) y n.s. (no significativo) colocados arriba de las barras son
comparaciones entre los grupos control y ayuno de un mismo fondo genético, mientras que los
simbolos colocados arriba de los corchetes son comparaciones entre fondos genéticos de la

misma condicion.

b) SPTF-3 y NHR-28 son necesarios para inducir apoptosis por ayuno.

Para evaluar si SPTF-3 y NHR-28 son necesarios para la apoptosis inducida
durante ayuno. Se realizaron conteos de cuerpos apoptéticos en gusanos adultos
de 1 dia en condiciones control y ayuno en animales RNAIi para los genes sptf-3y
nhr-28.
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La figura 14 muestra la cuantificacion de cuerpos apoptéticos de los
gusanos en los fondo CED-1::GFP (PV) como control o CED-1::GFP RNAI sptf-3
o CED-1:GFP RNAI nhr-28, en el grupo control (PV) se observa una induccién de
1.98 veces de cuerpos apoptoticos con respecto a la condicidn control. Para el
fondo CED-1::GFP RNAI sptf-3 el numero de cuerpos apoptéticos en condiciones
fisiologicas son similares a los de la cepa control, sin embargo en condiciones de
ayuno el numero de cuerpos apoptoticos en dicho fondo, no muestra una
induccion significativa con respecto a su control. EI mismo efecto se puede
observar en la cepa con fondo CED-1:GFP RNAi nhr-28 (Fig.14) Estos resultados
sugieren que los factores transcripcionales SPTF-3 y NHR-28 son necesarios

para inducir la apoptosis durante el ayuno.

Para corroborar los datos obtenidos por RNAI, se cuantificaron los cuerpos
apoptoticos en las cepas ced-1::GFPy ced-1::GFP, sptf-3(n4850) (Fig. 14). Se
ha reportado que el alelo sptf-3(n4850) es una mutacion del sitio de empalme
evitando que el dominio de uniéon a ADN sea funcional (Hirose & Horvitz, 2014).
Esta mutacién es viable posiblemente por que solo es una mutacion puntual, sin
embargo se ha reportado que una delecion de sptf-3 es letal ( Sun et al., 2007);
otros alelos de sptf-3 como stpf-3(gu85) se han descrito ser viables. Se observo
que la cepa control (ced-1::GFP) muestra una apoptosis fisioldgica basal, después
de un ayuno de 6 horas la apoptosis es incrementada de manera significativa,
mientras que en la cepa ced-1.:GFP, sptf-3(n4850) se puede observar que, tanto
la apoptosis fisiolégica como la apoptosis inducida por ayuno, no presenta
cambios significativos con respecto a su control. Estos resultados apoyan que
sptf-3 es necesario para inducir apoptosis en la condicién ayuno.
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Figura 14. Los factores transcripcionales SPTF-3 y NHR-28 son requeridos para inducir
apoptosis durante el ayuno. Animales de la cepa CED-1::GFP sincronizados en estadio L1
fueron crecidos a 24° C en presencia de bacterias con RNA dc para control (PV), sptf-3 , nhr-28,
o con las cepas ced-7::GFP y la cepa mutante ced-1::GFP; sptf-3 (n4850) la cual tiene una
mutacién en un sitio de empalme que evita la unién a ADN . Cuando los animales llegaron a ser
adultos de 1 dia fueron colectados y separados 2 grupos; el grupo control fue colocado en placas
con bacterias, el segundo grupo fue colocado en placas sin bacterias y fue sometido a ayuno
durante 6 horas. Los animales fueron montados en parches de agarosa al 2% y visualizados en el
microscopio de flourescencia para contar el numero de cuerpos apoptoticos/ por brazo de la
goénada en condiciones control y ayuno N= 52 animales. Esta grafica representa el promedio +
SEM de 3 experimentos independientes y se comparo por medio de una Anova de una via
complementado por una prueba de bonferoni con una confiabilidad de 99.9. Los simbolos ***(P<
0.001) y n.s. ( no significativo) colocados arriba de las barras son comparaciones entre los grupos
control y ayuno de un mismo fondo genético, mientras que los simbolos colocados arriba de los
corchetes son comparaciones entre fondos genéticos de la misma condicién.
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c) ATF-2, PHA-4 y DAF-16 son necesarios para inducir apoptosis por ayuno y
su silenciamiento dispara la apoptosis fisiolégica.

Para evaluar si los factores transcripcionales ATF-2/ATF PHA-4/FOXA y DAF-
16/FOXO juegan un papel durante la apoptosis en el ayuno, se cuantificaron los
cuerpos apoptoticos en gusanos de la cepa CED-1::GFP con fondos RNAI para los

genes correspondientes.

Los experimentos fueron realizados como se describe en las secciones
anteriores. Sin embargo debido a que el gen pha-4 es vital en la diferenciacion
durante los estadios larvarios L1 y L2, los gusanos fueron colocados en las placas
con la bacteria que contenian el RNA de doble cadena para pha-4 hasta el
estadio L4 para que los animales pudieran llegar a adultos.

Los gusanos control (PV) muestran la induccién de apoptosis en el ayuno
esperada (Fig. 15). Para los grupos experimentales la ausencia de estos
reguladores muestran una apoptosis fisiolégica elevada. Este aumento en la
apoptosis fisiologica podria ser debido a un fendmeno de apoptosis inducido
por silenciamiento en la gdénada, en el cual es necesario el gen cep-1, homologo a
p53 (Adamo et al., 2012); los gusanos RNAI para el gen atf-2 muestran 1.4 veces
de induccion con respecto al control, mientras que pha-4 y daf-16 muestran
niveles de induccion de 1.7 y 1.6 respectivamente. Por otro lado, durante el ayuno
no se observan aumentos significativos con respecto al mismo fondo RNAi en
condiciones control, por lo que se puede concluir que estos genes son requeridos
para inducir apoptosis durante el ayuno (Fig. 15).

La mutante daf-16 (mgOD50) se puede considerar una perdida de funcion
debido a que la mutacion comprende la mayor parte del ORF (Ogg et al., 1997).
Para corroborar los datos obtenidos por RNAi, se cuantificaron los cuerpos
apoptoticos en las cepas ced-1::GFP empleada como control y la ced-1::GFP,daf-
16(mgOD50) (Fig.15).
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Los resultados de este experimento muestran que la ausencia del gen daf-
16 aumenta la apoptosis fisioldgica de manera sutil, sin embargo durante el ayuno
no se observa wuna induccion (Fig 15). Estos experimentos apoyan los datos
obtenidos por RNA de interferencia.

n=52
Control
E= Ayuno

# cuerpos apoptoticos/
brazo de la génada

P<0.001

Figura 15. Los factores transcripcionales ATF-2, PHA-4 y DAF-16 son requeridos para
inducir apoptosis durante el ayuno. Animales de la cepa CED-1::GFP sincronizados en estadio
L1 fueron crecidos a 24° C en presencia de bacterias con RNA dc para control (PV), atf-2 daf-
16 o las cepas ced-1::GFP y ced-1GFP; daf-16 (mgDF50). Cuando los animales llegaron a ser
adultos de 1 dia fueron colectados y separados 2 grupos; el grupo control fue colocado en placas
con bacterias, el segundo grupo fue colocado en placas sin bacterias y fue sometido a ayuno
durante 6 horas. Los animales donde fue silenciado el gen pha-4 fueron sincronizados y crecidos
a 24°C hasta ser L4 en bacteria OP50, en este estadio fueron colocados en placas en presencia
de bacterias con RNA dc para pha-4 durante 24 horas. Los adultos de 1 dia fueron colectados y
separados 2 grupos; el grupo control fue colocado en placas con bacterias, el segundo grupo fue
colocado en placas sin bacterias y fue sometido a ayuno durante 6 horas. Posteriormente todos
los animales fueron montados en parches de agarosa al 2% y visualizados en el microscopio de
flourescencia para contar el numero de cuerpos apoptoticos/ brazo de la génada en condiciones
control y ayuno. N= 52 animales. Esta grafica representa el promedio + SEM de 3 experimentos
independientes y se comparo por medio de una Anova de una via complementado por una prueba
de bonferoni con una confiabilidad de 99.9. Los simbolos ***(P< 0.001) y n.s. ( no significativo)
colocados arriba de las barras son comparaciones entre los grupos control y ayuno de un mismo
fondo genético, mientras que los simbolos colocados arriba de los corchetes son comparaciones
entre fondos genéticos de la misma condicion. * (P< 0.01)
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6.4. Los genes atf-2, pha-4 y daf-16 presentan apoptosis fisiolégica elevada
independiente de la via de induccién de apoptosis por silenciamiento.

Cuando un RNA de doble cadena es introducido en la génada se puede disparar
un fendmeno de apoptosis inducido por silenciamiento de genes en la gonada,
en el cual es necesario el gen cep-1, homdlogo a p53 (Adamo et al., 2012). Para
corroborar si el incremento observado en la apoptosis fisiologica en los gusanos
RNAIi para los genes skn-1, atf-7, atf-2, pha-4 y daf-16 era debido a este
fendbmeno se cuantificaron los cuerpos apoptéticos en las cepas CED-1::GFP
(control) y en la cepa ced-1::GFP, cep-1(gk138 ).

La figura 16 muestra la cuantificacién de los cuerpos apoptéticos en la
cepa ced-1::GFP (control) y en la cepa ced-1::GFP, cep-1(gk138) en condiciones
control. Como se ha observado en experimentos anteriores, la cepa control
muestra una apoptosis fisiologica basal, sin embargo en ausencia de los genes
atf-2, pha4 y daf-16 aumenta considerablemente con respecto al control. Sin
embargo en la cepa ced-1::GFP, cep-1(gk138) se observa una disminucion en
skn-1, atf-7, lo que sugiere que el incremento es dependiente de cep-1 (Fig. 16).

Los gusanos RNAI para los genes daf-16 y atf-2 no muestran cambios en
la cepa ced-1::GFP, cep-1(gk138) (Fig. 16). Por otro lado aun cuando Ia
apoptosis disminuye en los gusanos ced-1::GFP, cep-1(gk138); pha-4(RNAi) no
llega a ser igual a la cepa control CED-1::GFP (PV) sugiriendo que la ausencia de
estos genes aumenta la apoptosis fisiolégica por un mecanismo independiente

de cep-1
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Figura 16. Los genes atf-2, pha-4 y daf-16 presentan apoptosis elevada independiente del
gen cep-1. Animales de la cepa CED-1::GFP, CED-1::GFP; cep-1 fueron  sincronizados y
crecidos a 24° C en presencia de bacterias con RNA de doble cadena para los fondos respectivos,
cuando los animales llegaron a ser adultos de 1 dia fueron colectados y se cuantificaron los
cuerpos apoptaticos. Los animales fueron montados en parches de agarosa al 2% vy visualizados
en el microscopio de fluorescencia para contar el numero de cuerpos apoptéticos/ brazo de la
goénada en condiciones control y ayuno. N= 30 animales. Esta grafica representa el promedio +
SEM de 3 experimentos independientes y se comparo por medio de una Anova de una via
complementado por una prueba de bonferoni con una confiabilidad de 99.9%. Los simbolos
***(P< 0.001) y n.s. ( no significativo) colocados arriba de las barras son comparaciones entre los
grupos control y ayuno de un mismo fondo genético, mientras que los simbolos colocados arriba
de los corchetes son comparaciones entre fondos genéticos de la misma condicion. ** (P< 0.01)
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6.5. La expresion de [in-35/Rb disminuye en el fondo mutante daf-
16(mgDf50).

Los datos obtenidos en los experimentos de cuantificaciéon de cuerpos apoptoticos
en la mutante daf-16(mgDf50) mostraron que, esté factor transcripcional es
necesario para inducir apoptosis durante el ayuno. Debido a esto se realizaron
estudios de qRT-PCR en condiciones control y ayuno para mostrar si este factor
regulaba el nivel de expresion de /in-35/Rb en la mutante daf-16 (mgDf50).

El experimento consistio en crecer gusanos N2 y gusanos con el fondo
genético daf-16 (mgOD50) en condiciones control y ayuno, y se extrajo el RNA
total de gusanos adultos de 1 dia para control o ayuno (6 horas sin bacteria).
Posteriormente se sintetizo cDNA a partir del RNA obtenido y se observo que el
RNA estuviera en buenas condiciones. Finalmente se corrio el gRT-PCR con
oligos para 18s (empleado como control) y para /in-35 y se realizo un 2AA® para

normalizar los resultados.

La figura 17 muestra que la expresidn de /in-35 en la cepa N2 en condicion
de ayuno incrementa su expresion al doble, mientras que en el fondo mutante
daf-16 (mgOD5&0) la expresidn de /in-35 se ve disminuida significativamente
comparada con el control. Los resultados mostrados en esta seccion permiten
concluir que el factor transcripcional daf-16 es un regulador importante de la
expresion de /in-35 en el ayuno. Como conclusion de este experimento podemos

decir que daf-16 controla la expresion del gen lin-35.

Sabemos que otros factores transcripcionales descritos en el trabajo, son
necesarios para disparar la induccién de apoptosis durante el ayuno, sin embargo
decidimos tomar a daf-16 como un buen candidato para regular la expresion de
lin-35 por la importancia del mismo factor durante el ayuno, cabe mencionar
que aunque daf-16 controla la expresion de lin-35 aun nos interesa saber si
esta regulacion es directa, es decir, que daf-16 se encuentre en el promotor de
lin-35 en esta condicién, o indirecta es decir, que la regulacion sea a través de
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otro factor transcripcional. Finalmente es importante decir que los experimentos

con los demas factores se realizaran mas adelante.
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Figura 17. La expresién de /in-35 disminuye en un fondo mutante daf-16 (mgDf50) durante el
ayuno. Animales adultos de 1 dia de la cepa N2 y daf-16 (mgOD50) fueron separados en 2
grupos, el grupo control siempre estuvo con alimento mientras que el grupo experimental fue
sometido a ayuno durante 6 horas. EIl RNA fue extraido y procesado para obtener cDNA,
posteriormente se realizo el gRT-PCR con oligonucleétidos para [in-35 y 18s con el cual fue
normalizado. N=2 . Esta grafica representa el promedio + SD de dos experimentos independientes
y se comparo por medio de una Anova de una via complementado por una prueba de bonferoni
con una confiabilidad de 99.9%. Los simbolos significan ***(P< 0.01); *(P< 0.05)
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7.- Discusién general

7.1. La regiéon promotora de /in-35 mide 1200 pb aproximadamente

En este trabajo, por medio de herramientas bioinformaticas se analizo la region
rio arriba del gen /in-35 con la ayuda de la base de datos del ModEncode. Se
delimité la region promotora del gen lin-35, la cual esta contenida en 1200 pb, de
los cuales 700 pb pertenecen a la regidén rio arriba del ATG y 500 pb que
comprenden al primer exdn e intrén; que en algunos genes se ha visto que
puede ser importante en la regulacién (Bornstein et al., 1987; Bass et al., 2014).
(Fig. 12)

La region promotora fue delimitada en base a las caracteristicas
estructurales de la region. Esta muestra un enriquecimiento de la marca de
histonas, H3K4me3, lo que siguiere que esta region esta activa
transcripcionalmente; posiblemente corresponda a un promotor, ademas el hecho
que se encuentre flanqueando a una region intergénica de 490pb en la cual la
marca disminuye, podria suguerir que la H3k4me3 delimita la zona libre de
nucleosomas como ocurre en otros eucariontes. Adicionalmente la presencia de
las variantes de histona H3.3 asi como H2AZ en la region intergénica de vps-1y
lin-35, sugieren que esta region se mantiene transcripcionalmente activa. Estos
datos se apoyan por el enriquecimiento de la subunidad de la RNA polimerasa II.
Finalmente en esta region intergénica de 490 pb se encuentran enriquecidos los
factores DAF-16, PHA-4, SKN-1 y NHR-28 (ver figura 12).

7.2. Los factores ATF-2, PHA-4 y DAF-16 aumentan la apoptosis fisiolégica.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el aumento en la
apoptosis fisiologica en animales RNAi para skn-1y atf-7 es debido a una via de
induccion de apoptosis que requiere al gen cep-1 (Fig. 16). Debido a que la
introduccién de RNA de doble cadena puede aumentar la apoptosis fisioldgica
como respuesta al silenciamiento de genes de la gonada (Adamo et al., 2012) en

una via dependiente de cep-1, se realizaron los experimentos para ver si esto
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estaba pasando (Fig 16). Ademas los datos obtenidos en este estudio muestran
que el silenciamiento de los factores sptf-3 y nhr-28 en condiciones fisioldgicas no
tiene ningun efecto en la apoptosis fisiologica (Fig. 14). Ademas este estudio
mostro que al silenciar los genes atf-2, pha-4 y daf-16 la apoptosis en condiciones
control aumenta (Fig. 16). Este incremento es independiente de la via controlada
por cep-1/p53. Sugiriendo que estos genes probablemente participen de manera

directa o indirecta en la regulacion de la apoptosis fisioldgica.

Existen varias posibilidades para explicar el hecho que la ausencia de estos
genes aumenten la apoptosis en condiciones fisiologicas. La primera es que no
regulen a /in-35 en esta condicion. Schertel & Conradt, 2007 describieron que lin-
35 actua como un gen pro-apoptético al reprimir a ced-9, por esta razén se
esperaria que al quitar a su activador la apoptosis disminuyera (Schertel y
Conradt, 2007). La segunda posibilidad es que estos factores regulen de manera
ya sea directa o indirecta algun regulador de la maquinaria central de apoptosis y
al no estar se dispare la apoptosis. Finalmente podria ser que la ausencia de
estos genes induzcan por si mismo un tipo de estrés, ya que si estos factores
controlan genes de procesos esenciales su ausencia pueda ser traducida como

una sefal de apoptosis.

7.3.Los factores ATF-2, NHR-28, SPTF-3, PHA-4 y DAF-16 son necesarios

para inducir apoptosis en el ayuno.

En este trabajo se demostré que en condiciones de ayuno la ausencia de NHR-
28 afecta el numero de cuerpos apoptoéticos indicando que este factor es
necesario para inducir apoptosis en las células germinales durante esta condicion.
Experimentos de ChIP-seq disponibles en el ModEncode (realease) muestran que
NHR-28 se une al promotor de /in-35 en la etapa de L4 indicando que NHR-28
puede ser importante durante los estadios larvarios; y se ha visto que esta
involucrado en el almacenamiento de lipidos (Arda HE et al., 2010), por lo que
podria estar regulando a los genes importantes en la condicion de ayuno,
ayudando a un balance metabdlico.
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Nuestros datos demuestran que el factor SPTF-3 regula la apoptosis
inducida por ayuno. Aunque no existe evidencia en el ModEncode de que esté
factor este unido al promotor de /in-35, SPTF-3 es un buen candidato para regular
la expresion en condiciones de ayuno. En mamiferos el factor Sp1 controla de
manera critica la regulacion de rb1, ya que al quitar del promotor el elemento de
unién descrita para Sp1 (GCGGG) la transcripcion disminuye de manera evidente
(Montgomery et al., 1994). En el promotor de /in-35 se encuentra una secuencia
(GCGCGC) la cual puede ser el sitio de union al factor homologo en el nematodo,
ya que se ha visto los factores Sp1-Sp4 se pueden unir a secuencias ligeramente
variables, dependiendo el contexto genético y el estado de la cromatina (Zhao et
al., 2002).

Hirose & Horvitz (2013) describieron en C.elegans que SPTF-3 funciona
en la apoptosis de las neuronas hermanas M4 (donde se describié el alelo
mutante de sptf-3 (n4850), que tiene una mutacion unica, en el sitio de empalme
del ultimo exdn). El fenotipo de esta mutante es la disminucion de apoptosis en las
neuronas M4 en animales deficientes para SPTF-3, debido a la activacion de egl-
1 que conduce a una via de activacion de apoptosis en células somaticas (Hirose
& Horvitz, 2014). En la gonada egl-1 no participa en la apoptosis fisiologica, sin
embargo SPTF-3 es necesario para la inducciéon de apoptosis por ayuno en la
linea germinal (este trabajo).

En nuestro trabajo se ha mostrado que la ausencia de ATF-2 evita la
induccion de apoptosis durante el ayuno en gusanos RNAi para ATF-2. Esto
sugiere que el factor se requiere para inducir apoptosis durante el ayuno. En
mamiferos algunos de los miembros de la familia ATF regulan genes apoptaticos,
asi como diferentes tipos de estrés (Persengiev y Green, 2002). Reportes previos
han descrito que ATF-2 puede regular al gen Bcl-2, en cultivos celulares de
condrocitos y esta interaccidon al promotor es guiada por CREB. Sin embargo se

ha visto que ATF-2 tiene una mayor importancia en la expresion del gen Bcl-2 en
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estas células ya que su ausencia puede disminuir la cantidad de Bcl-2 e inducir
apoptosis por esta via (Ma et al., 2007).

Nuestros datos en condicion de ayuno muestran que PHA-4 es requerido
para inducir la apoptosis durante esta condicion, lo que concuerda con que PHA-4
es importante para proteger al nematodo durante el ayuno y restriccion calorica
(Panowski et al., 2007). PHA-4 es considerado un factor de identidad para el
desarrollo de la faringe en C. elegans (Horner et al, Mango et al 1998) que
modula la expresion de genes de diferenciacion en diferentes estados del
desarrollo en respuesta a las pistas medioambientales en las que se encuentra el
nematodo. (Ao W et al; Gaudet et al , 2004). Sin embargo, también cumple con
funciones importantes en procesos post-embrionarios por ejemplo; se ha visto
que es esencial en la la recuperaciéon dauer, asi como en el desarrollo de la
gonada y en la vulva (Chen & Riddle, 2008).

El gen pha-4 muestra una expresion aumentada durante el ayuno en
gusanos L1 y adultos, asi como durante la restriccion calérica, donde este factor
transcripcional aumenta de la esperanza de vida (Panawski et al., 2007). Esto lo

hace un buen candidato para regular a /lin-35 durante el ayuno.

7.4. DAF-16 induce la expresion de lin-35 y se requiere para inducir

apoptosis por ayuno.

Los resultados de este trabajo muestran que durante el ayuno DAF-16 es
necesario para la induccion de apoptosis (Fig. 15). Previamente se describié que
los factores transcripcionales FOXO cumplen papeles importantes en la rutas
asociadas a estrés vy el envejecimiento, lo que es claramente ilustrado por el
hecho que la actividad de estos factores es regulada por diversos tipos de estrés
especialmente el estrés oxidativo controlado por la MAPK p38 (Troemel et al.,
2006). Ademas, son fosforilados por las cinasas de la familia AMPK que censan
los niveles de ATP/AMP, y al parecer esta regulacidn esta conservada en C.
elegans, por el gen aak-2 homdlogo a AMPK (Apfeld et al., 2004; Greer et al.,
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2007). El gen daf-16 codifica para el unico factor FOXO presente en el nematodo
(Tatar et al., 2003) y regula la via de la insulina en el nematodo (Lin et al., 2001).
Cuando DAF-16/FOXO esta activo se relocaliza al nucleo y de esta manera
activa los genes involucrados en la respuesta a estrés, supervivencia y reprime
genes del desarrollo. Por otro lado, el hecho de que DAF-16/FOXO sea requerido
para la induccién de apoptosis apoya que DAF-16 es necesario para mantener un
equilibrio entre los genes de proliferacion y los genes de supervivencia (Murphy et
al., 2003). Finalmente, DAF-16 participa en la apoptosis por dafio a DNA en
donde es regulado por AKT-2 , teniendo un papel anti apoptético en esta
condicion ( Perrin et al., 2013).

Los experimentos de qPCR muestran que en una mutante daf-16 en la
condicion de ayuno el mensajero de /in-35 disminuye (Fig.17), lo cual concuerda
con los datos obtenidos en los conteos de cuerpos apoptdticos que muestran que
en la mutante de daf-16 no se puede inducir apoptosis en la condicion de ayuno
(Fig. 15). Sin embargo el mRNA de /in-35 no se abate por completo sugiriendo
que otros factores transcripcionales regulan su transcripcion, posiblemente

algunos de los propuestos en este trabajo.

A manera de resumen se presenta un modelo de los datos de este trabajo
en la figura 18, que intenta explicar como puede ser la regulacion de la apoptosis
inducida por ayuno. En la cepa silvestre en condiciones de ayuno el factor
transcripcional DAF-16 se encuentra en el nucleo, posiblemente en el promotor
de lin-35. Esto tiene como resultado que LIN-35 se exprese y pueda reprimir al
gen ced-9, aumentando asi la apoptosis en ayuno. Por otro, lado en un fondo
mutante cuando el factor DAF-16 no esta presente, la expresion de [lin-35
disminuye. Posiblemente esto conduce a la disminucion en el nivel de proteina
de LIN-35 y de esta manera el gen ced-9 no sea completamente reprimido
evitando asi la induccion de apoptosis en el ayuno. Debido a que no se realizaron
los experimentos de los demas factores transcripcionales aun no sabemos si,

estos factores estén regulando la expresion de /in-35, o si regulan la apoptosis
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inducida por ayuno a otro nivel. Sin embargo, es posible que estos factores estén
regulando a /in-35 a nivel transcripcional, ya que en un fondo mutante daf-16 no
se abate por completo la expresion de lin-35, de esta manera sabemos que la
expresion en el ayuno de lin-35 depende de mas de un factor transcripcional.

N2 durante el ayuno
A nivel transcripcional

Posiblemente
PHA-A

SPTF-3
NRH-28

promotor de Iin-3§/Rb

Apoptosis
en ayuno
Mutante daf-16 durante el ayuno
A nivel transcripcional
o pemente El mRNA de /in-35 disminuye
SPTF-3
NRH-28 L
promotor de /in-35/Rb
La proteina Apoptosis

posiblemente €n ayuno
disminuye

Figura 18.- Esquema del modelo propuesto sobre la apoptosis en ayuno. En una cepa N2
(silvestre) durante el ayuno, DAF-16 se internaliza al nucleo y activa la expresion de lin-35, (esta
regulacion se propone que es directa). Esto tiene como consecuencia que el mRNA de /in-35 se
acumule en el ayuno y esto conlleva a una traduccién de la proteina LIN-35 que inhibe a ced-9y
da como resultado un aumento en la apoptosis en esta condicién. En una mutante daf-16/FOXO,
el transcrito de lin-35 no aumenta sus niveles, lo que puede tener como consecuencia la
disminucion de la proteina y por tanto una disminucion en la apoptosis inducida por ayuno.

Aunque en este trabajo solo se analizdé la expresion de lin-35 en el fondo
mutante daf-16, aun falta realizar experimentos para poder entender si el
silenciamiento de los factores transcripcionales SPTF-3, NHR-28, ATF-2 y PHA-4

activan o reprimen la expresion de /in-35.
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8.- Conclusiones:

Los factor transcripcionales SKN-1/Nrf-2 y ATF-7 no participan en la apoptosis

inducida por ayuno.

Los factores transcripcionales NHR-28, SPTF-3, DAF-16, PHA-4 y ATF-2 son

necesarios para inducir apoptosis durante el ayuno.

La expresion de lin-35 disminuye en una mutante daf~-76 en condiciones de

ayuno.

Los factores transcripcionales ATF-2, PHA-4 y DAF-16 regulan la apoptosis
fisiologica.

La apoptosis fisiolégica elevada en los animales RNAIi para pha-4 es parcialmente

regulada por cep-1.
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9.-Perspectivas

Como perspectivas de este trabajo se propone estudiar la expresion de /in-35 en
los fondos silenciados o cuando sea posible en fondos mutantes pha-4, sptf-3,

atf-2 y nhr-28, los cuales son candidatos importantes para regular al gen /in-35.

Realizar una construccion reportera, para comprobar si la region promotora que

se sugiere en este trabajo controla la expresion de /in-35 en el ayuno .
Mutar los sitios de unidn de los factores transcripcionales que disminuyan la
expresion de /in-35 'y observar si la apoptosis inducida por ayuno en estas

mutantes son similares al los fondos RNA..

Estudiar cdmo la ausencia de ATF-2, PHA-4 y DAF-16 regula la apoptosis
fisiologica.
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