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RESUMEN

Durante la ovogénesis en C. elegans, aproximadamente el 50% de las células germinales son
eliminadas por apoptosis. Otros estudios han identificado que la apoptosis también puede ser
inducida por diferentes tipos de estrés o bajo ciertos fondos genéticos. Recientemente se detectd
gue algunas células germinales se fusionan y forman células binucleadas. Generalmente las células
binucleadas son detectadas y eliminadas por apoptosis, aunque algunas llegan a forman ovocitos
binucleados. Las razones por las que las células germinales se fusionan y cémo es que son
detectadas para ser eliminadas son aun desconocidas.

Mediante la visualizacién de la morfologia nuclear se identificd que durante el choque de calor,
ayuno y estrés oxidante el nimero de células binucleadas incrementa en la génada de nematodos
silvestres. Proponemos que la mayoria de estas células son eliminadas por apoptosis; aunque
algunas pueden llegar a formar ovocitos con dos nucleos principalmente en aquellas cepas que no
pueden desencadenar apoptosis, como en el caso de mutantes en la proteina de unidon a RNA TIAR-
1. Ademas, observamos que las condiciones de estrés como el choque de calor provocan cambios
estructurales en la génada; particularmente observamos que el raquis se adelgaza y las células
germinales se hinchan y algunas células se apilan unas sobre otras. Proponemos que estos cambios
pudiesen estar provocando la fusiéon de algunas células germinales. Igualmente encontramos en
mutantes con pérdida de funcién de gla-3 (op212, op216 y op312) un incremento en el nimero de
células germinales binucleadas. GLA-3/TTP es una proteina de unién a RNA con dedos de zinc cuya
ausencia genera problemas de fertilidad, de meiosis, elevada apoptosis entre otros defectos. En
este trabajo describimos que la estructura de la génada de animales gla-3 (RNAI) esta afectada y
presenta células germinales apiladas.

Nuestro trabajo sugiere que hay una fuerte correlacién entre la estructura de la génada, la fusion
de células y la apoptosis.
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Abstract

During oogenesis in C. elegans, approximately 50% of germ cells are eliminated by apoptosis.
Other studies identified that different types of stress or under certain genetic backgrounds
apoptosis increase. Recently it was proved that some germ cells fuse and form binucleate cells. Most
of the time, binucleated cells are eliminated by apoptosis, but some binucleate cells can form
binucleated oocytes. The reasons why germ cells fuse and how they are eliminated are still
unknown.

By visualizing the nuclear morphology, we identified that during heat shock, starvation and

oxidative stress the number of binucleated cells increases in the gonad of wild type animals. We
propose that most of these cells are eliminated by apoptosis; although some can form oocytes with
two nuclei, mainly in those strains that cannot trigger apoptosis, like the TIAR-1 RNA-binding
protein.
Furthermore, we observed that stress such as heat shock cause structural changes in the gonad; In
particular, we observed a diameter rachis reduction and germ cells swell and some cells stack on
top of each other. We believe that these changes could be causing the fusion. We also found in
mutants with loss of function of gla-3 (op212, op216 and op312) an increase in binucleated germ
cells. GLA-3 / TTP is an RNA-binding protein with zinc fingers, the absence of which generates
problems with fertility, meiosis, high apoptosis, among other defects. In this work we describe that
the structure of the gonad of gla-3 animals (iRNA) is affected and presents stacked germ cells.

Our work suggests that there is a strong correlation between gonad structure, cell fusion, and
apoptosis.
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INTRODUCCION
Generalidades del nematodo C. elegans.

El nematodo de vida libre Caenorhabditis elegans pertenece al Phylum Nematoda, habita en el
suelo y en la materia en descomposicion, se encuentra distribuido en todo el mundo generalmente
en habitats tropicales y su alimentacion se basa principalmente en bacterias, organismos
unicelulares eucariontes y levaduras.

En 1963, Sydney Brenner propuso el uso de C. elegans como organismo modelo para estudiar la
biologia del desarrollo y neurobiologia. En la actualidad, su genoma se encuentra completamente
secuenciado y es utilizado como organismo modelo para estudiar diversas disciplinas tales como la
genética, la biologia de sistemas, molecular, celular, del desarrollo, el envejecimiento y el
comportamiento (Frézal & Félix, 2015).

Entre las caracteristicas que posee C. elegans que lo hacen un buen modelo estd su tamano
pequeio, ya que las larvas pueden presentar longitudes promedio de 0.25 mm y los adultos de hasta
1 mm. Ademas, este nematodo es transparente lo que permite la visualizacién de estructuras
internas con microscopia de contraste de interferencia diferencial (DIC), presenta un numero
constante de células somaticas (957 células) (Sulston & Horvitz, 1977) y debido a que tiene una gran
descendencia (300 hijos aproximadamente) es posible realizar experimentos con mayor robustez
estadistica (Breimann et al., 2019). Este modelo fue el primer animal utilizado para expresar la
proteina verde fluorescente (GFP) y junto con el desarrollo de nuevas técnicas, es posible marcar
proteinas y seguirlas a lo largo del desarrollo (Chalfie et al., 1994).

La poblacién de C. elegans esta conformada por hermafroditas y machos, la proporcién de estos
ultimos es muy baja (0.1-0.2%). El sexo de estos nematodos esta definido por la presencia del
cromosoma X, los organismos hermafroditas presentan dos cromosomas X mientras que los machos
presentan un solo cromosoma X. C. elegans no presenta cromosoma Y, por lo que el genotipo de los
machos es X0 (Zarkower, 2006).

Los hermafroditas tienen la capacidad de autofecundarse, esta caracteristica permite que a partir
de un solo animal se pueda generar una poblacidén completa, que la progenie sea idéntica, y que se
puedan mantener mutaciones con homocigosis. Los organismos hermafroditas también pueden ser
fecundados por lo machos, cuando ocurre esta fecundacién la proporcién de machos puede
aumentar hasta 50% (Corsi et al., 2015).



El ciclo de vida

Una de las ventajas por la cual C. elegans ha sido utilizado como modelo de estudio es su ciclo
de vida corto, el cual a 25°C dura 3 dias, desde el estadio embrionario hasta el adulto. El ciclo de
vida de este nematodo estd conformado por la etapa embrionaria, cuatro etapas larvales (L1-L4)
determinadas por la sintesis de nueva cuticula y el estadio adulto.

Cuando el embrién presenta 558 células, éste eclosiona y comienza el desarrollo post-
embrionario, el cual es regulado por la disponibilidad de alimento, ya que las divisiones celulares se
llevan a cabo solo en presencia de alimentos (Altun & Hall, 2009). Una vez que se reanudan la
mitosis, continla el desarrollo de los estadios larvales, estos se inician con la etapa L1 que tiene una
duracidn aproximada de 16 horas y durante este periodo comienza el desarrollo del sistema
reproductivo (durante la segunda mitad de L1) y del sistema nervioso (al final de este estadio)
(Kimble & Hirsh, 1979). Cada etapa larvaria termina con la muda de la cuticula y la formacion de una
nueva.

El desarrollo de la larva L2 tiene una duracién promedio de 12 horas y se caracteriza porque el
desarrollo del sistema nervioso continda al igual que el sistema reproductivo, en donde las células
somaticas y germinales se organizan adoptando la estructura general que presentara la génada, en
donde las células de la punta distal (las cuales dirigen la proliferacién de las células germinales) se
posicionan en los extremos anterior y posterior de la géonada (Altun & Hall, 2009; Kimble & Hirsh,
1979).

Al término del estadio L2, si las condiciones ambientales no son las 6ptimas (como serian una alta
densidad poblacional, ausencia de alimento o altas temperaturas) los nematodos pueden entrar a
un estadio morfologicamente especial llamado dauer caracterizado por una disminucidn en el
tamafio de la larva, incremento en el grosor de la cuticula, cierre de la cavidad bucal que evita la
ingesta de alimento y disminucidn en la locomocién (Altun & Hall, 2009), cuando las condiciones
vuelven a ser dptimas, las larvas pueden continuar con su desarrollo.

Durante la etapa L3 y la primera parte de L4, se forman los precursores de génadas somaticas que
van a dar origen a la génada anterior y posterior, las espermatecas y el Utero, ademas los brazos de
las génadas comienzan a reorientarse y los precursores de la vulva comienzan a generar células
terminales vulvales a principios del estadio L4 (Kimble & Hirsh, 1979). Al término del estadio L3 se
comienzan a formar las espermatidas y durante el estadio L4 inicia la espermatogénesis (Hirsh et
al., 1976)

Una vez que termina el estadio L4, los nematodos adultos comienzan con su periodo reproductivo
en donde el periodo fértil dura de 3 a 4 dias y durante este tiempo los nematodos hermafroditas
pueden poner aproximadamente 300 embriones. Terminando el periodo fértil los nematodos viven
de 10 a 15 dias (Altun & Hall, 2009).



La linea germinal del nematodo

Los nematodos hermafroditas presentan una génada en forma tubular conformada por dos
brazos idénticos que adoptan la forma de U las cuales estan recubiertas por epitelio conocido como
vaina. Cada brazo de la génada esta compuesto por las células germinales y por componentes de
origen somatico. Estructuralmente la génada esta conformada por las espermatecas, Utero y vulva.
En el extremo distal de cada uno de los brazos de la génada se encuentra la célula de la punta distal
(DTC). A la parte mas alejada de la punta distal se conoce como el extremo proximal y a la region
mas cercana al Utero en donde se encuentra la espermateca se le conoce como gdénada proximal
(Figura 1A).
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Figura 1. Desarrollo de la linea germinal en C. elegans. Esquema del desarrollo de la génada, los nematodos
adultos hermafroditas (A) presentan una gonada con dos brazos (morado) en donde forman los gametos; los
ovocitos maduros son fertilizados al pasar por la espermateca (verde) y los embriones tempranos son
almacenados en el Utero. El panel B representa el desarrollo embrionario, en donde posterior a la fertilizacion
en el embrién de una célula, el plasma germinal (morado) se concentra en el polo posterior. Las divisiones
asimétricas siguientes generan que el plasma germinal se concentre solo en las células P2, P3y P4. Finalmente,
la division de la célula P4 origina a la célula Z2 y Z3, Previo a la eclosion del embridn, las células somaticas Z1y
Z2 se posicionan a los costados de las células Z2 y Z3. El inicio del desarrollo larval (C) inicia con L1 en donde
las células Z2 y Z3 comienzan a proliferar; mientras que las células Z1 y Z4 daran origen a las células DTC
(anaranjado). La proliferacion de las células germinales continlia durante los estadios larvarios siguientes (L2,
L3y L4) hasta formar ambos brazos de la génada.



La especificacidon de la linea germinal se lleva a cabo durante la embriogénesis (Figura 1B).
Posterior a la fertilizacion, el plasma germinal enriquecido de proteinas y RNAs mensajeros (mRNA)
se polariza en la regién posterior del embridn de una célula, lo cual permite que en las divisiones
asimétricas posteriores el plasma germinal se segregue al blastémero P1 (en el embrién de 2 células)
y al blastémero P2 (en el estadio de 4 células).

En el estadio previo a las 28 células, ocurre la ultima division asimétrica a partir de la cual se
genera el blastémero somadtico y la célula germinal primordial denominada P4. Durante la

gastrulacidn (100 células), la divisidn simétrica de P4 da origen a las células Z2 y Z3 quienes no se
vuelven a dividir por lo que resta del desarrollo embrionario (Sulston et al., 1983). Durante este
estadio, la célula primordial somatica también se divide y forma a las células Z1 y Z4 quienes en
estadios posteriores daran origen a la DTC y a las células precursoras de las génadas somaticas

(Kimble & Hirsh, 1979).

Después de la eclosion del embridon durante la mitad del estadio L1, las células germinales
comienzan a dividirse. Al finalizar el estadio L2, las células somaticas rodean a las células germinales
y las células de la punta distal se posicionan y recubren los extremos de las génadas, esta interaccion
promueve el destino proliferativo de las células germinales y controla el crecimiento morfogenético
de la génada mediante procesos de migracién (Kimble & White, 1981; Pazdernik & Schedl, 2013).

Durante el estadio L3 continda la proliferacidn celular y se forma el asa de la génada (Kimble &
White, 1981), la cual termina de formarse en el estadio L4. En el estadio L4 se termina de formar la
gonada y es posible apreciar ambos brazos de la génada con forma de U; al término del estadio L4
se detiene la espermatogénesis y las células germinales que se encuentran en la regién proximal
comienzan a diferenciarse a ovocitos.

La pérdida de la interaccién de las células germinales con la DTC permite que inicie la meiosis, la
cual ocurre en la zona de transicion. Durante la profase | de la meiosis (leptoteno y zigoteno), los
cromosomas se condensan, los cromosomas homdlogos se aparean para formar el complejo
sinaptonémico. Después de la zona de transicién encontramos nucleos en paquiteno, en donde se
estd llevando a cabo la sinapsis y el entrecruzamiento génico activamente, al finalizar el paquiteno
comienza a desensamblarse el complejo sinaptonémico. En la zona del asa, los nucleos entran en
diploteno en donde ya se encuentra el complejo sinaptonémico completamente desensamblado y
el DNA comienza a compactarse.

En la regidon mas proximal se lleva a cabo la diacinesis, en donde los cromosomas homdélogos
permanecen unidos por medio de quiasmas, sitios en donde hubo recombinacién. En esta etapa la
meiosis se detiene en la profase | y se reanudara hasta que el ovocito sea fertilizado (Kimble & Hirsh,
1979; Pazdernik & Schedl, 2013).

Los ovocitos maduros son fertilizados por los espermatozoides al pasar a través de la espermateca
y una vez fertilizados son depositados en el utero (J. Kimble & Hirsh, 1979; Pazdernik & Schedl,
2013).
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Figura 2. Esquema de la génada de C. elegans. La gonada del nematodo hermafrodita cuenta con dos brazos
idénticos en forma de Uy por simplicidad se ilustra con detalle la morfologia de un brazo. (A). En la zona mitodtica
distal (la mas alejada del Utero), las células se mantienen en proliferacion debido a una sefializacion que esta
dada por la célula de la punta distal o DTC (naranja) las células progresan hacia la zona de transicion (ZT),
pierden el contacto con la DTCy entran a meiosis. La etapa de paquiteno continta a lo largo de la gonada hasta
la regidn del asa en donde las células germinales entran a diploteno. Posteriormente, los ovocitos entran a
diacinesis y se arrestan en la profase | de la meiosis en la parte proximal de la gonada. (B) La gdnada es un
sincicio, las células estan parcialmente rodeadas por la membrana formando un sincicio que permite que éstas
permanezcan conectadas por medio del raquis. Después del asa las células germinales se celularizan. Imagen
tomada y modificada de Priti et al. (2018)

Una caracteristica importante de la linea germinal de los organismos es que las células estan
conectadas formando un sincicio (Figura 2). En el caso del C. elegans, la gédnada forma un tubo en el
cual los nucleos de las células germinales (a excepcidn de los ovocitos maduros) estan parcialmente
rodeados por las membranas plasmaticas, lo cual permite que su citoplasma esté conectado
mediante un canal citoplasmatico central conocido como raquis (Hirsh et al., 1976; Riddle et al.,
1997).

Por convencion, a los nucleos con membranas parciales les llamamos células germinales aunque
propiamente no estan separadas. Hasta la region proximal de la gédnada, los ovocitos succionan del
tubo una gran cantidad de citoplasma y se separan del sincicio (Riddle et al., 1997)

Al dividirse las células germinales, quedan conectadas por puentes intercelulares estables(Figura
2B), los cuales son denominados puentes del raquis, estas estructuras estan enriquecidas por
proteinas de matriz extracelular y actina como es el caso de HIM-4 (Lan et al., 2019) y del regulador
de actinomiosina ANI-1/2 (Amini et al., 2014) respectivamente (Figura 3). La presencia de estas
proteinas permite que los puentes del raquis permanezcan abiertos formando un anillo (Hirsh et al.,
1976).
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Apoptosis en la génada de C. elegans

Se ha propuesto que la apoptosis fisiolégica se requiere para mantener la fertilidad en los
hermafroditas (Andux & Ellis, 2008), ), ya que regula la produccién y calidad de los ovocitos (Angelo
& Van Gilst, 2009; Gumienny et al., 1999). Se ha observado que las células apoptodticas pueden fungir
como células nodriza para aquellas células que formaran los ovocitos (Wolke et al., 2007).

Entre las proteinas principales que participan en el proceso de muerte celular estan: EGL-1/BH3-
only, CED-9/Bcl2, CED-4/Apaf-1 y CED-3/caspasa (Figura 3A). La proteina CED-9 se encuentra
anclada a la membrana externa mitocondrial y a su vez se encuentra unida a un dimero de CED-4.
Para que se lleve a cabo la apoptosis se requiere que la proteina CED-9/Bcl2 sea desactivada. La
manera en que se desactiva a CED-9/Bcl2 varia segin el mecanismo por el que se active la apoptosis
(Gumienny et al., 1999), en su lugar se ha identificado que LIN-13/Rb puede actuar como represor
transcripcional de CED-9 (Schertel & Conradt, 2007).

En el caso de la apoptosis somatica, se ha identificado que la proteina pro-apoptética EGL-1 cuenta
con un dominio Unico de BH3 que interactia con CED-9/Bcl-2 provocando un cambio
conformacional que promueve la liberacién de CED-4. Una vez que CED-4 se encuentra libre se
forma el apoptosoma, el cual estd conformado por un tetramero de CED-4 y proCED-3, mediante
una ruptura proteolitica CED-3 es liberada y activada lo cual desencadena la apoptosis (Darland-
Ransom et al., 2009; Lettre & Hengartner, 2006).

La apoptosis fisioldgica en las células germinales ocurre en la region del asa de la génada cuando
estdn saliendo de paquiteno. La apoptosis fisioldgica también es ejecutada por la maquinaria central
de apoptosis (CED-9/Bcl-2, CED-4/Apaf-1 y CED-3/caspasa). Sin embargo, este tipo de muerte no es
activada por la proteina pro-apoptética EGL-1/BH3. Esta muerte es activada parcialmente por la
proteina LIN-35 (homdloga del gen de retinoblastoma) quien reprime la expresion del gen ced-9
(Schertel & Conradt, 2007). Las mutantes de /in-35 presentan un incremento en ced-9 lo cual
promueve que la apoptosis fisioldgica se vea disminuida (Schertel & Conradt, 2007). Ademas de la
apoptosis fisioldgica, diversos estimulos externos pueden activar la apoptosis de las células
germinales, uno de ellos es la presencia de patégenos, en donde se ha identificado que se requiere
de la activacién de EGL-1 pero por la via de CEP-1/p53 (Aballay & Ausubel, 2001).

Otro estimulo que induce apoptosis es el dafio a DNA en donde se ha descrito que requiere de
CEP-1/p53 (Figura 3C), quien induce la transcripcion de EGL-1 y de esta manera induce la apoptosis
(Schumacher et al., 2005). Ademas, se ha demostrado que la radiacién ionizante promueve la
activacion de MPK-1/ERK (Perrin et al., 2013), componente de la via MAPK activada por Ras. MPK-1
es requerida para promover la salida de las células germinales del paquiteno y para la induccién de
apoptosis por dafio al DNA (Gartner et al., 2005; Rutkowski et al., 2011).
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Figura 3. Vias de induccién de apoptosis de las células germinales. La maquinaria central de apoptosis esta
mediada por las proteinas CED-9/Bcl-2, CED-4/Apaf-1y CED-3/caspasa, sin embargo, la induccion de esta varia
dependiendo de las condiciones ambientales. A. La apoptosis fisiolégica puede ser iniciada por las proteinas
EGL-38 y PAX-2 quienes promueven la transcripcion de ced-9, esta via puede ser reprimida por LIN-35, ademds
en esta via participan otros genes como dpl- 1/DP, efl-1/E2F y efl-2/E2F, pero se desconoce sus mecanismos de
regulacion. B. En condiciones de estrés térmico, oxidante u osmotico se activa la via de MAPKK, la cual activa la
maquinaria central de apoptosis mediante un mecanismo desconocido. C. Bajo condiciones de dafio a DNA la
apoptosis es inducida por cep-1/p53 vy egl-1/BH3, los cuales pueden indiciar la activacion de ced-9. D. La
apoptosis inducida por ayuno esta regulada por los genes /in-35/Rb y dpl-1/DP, en donde el primero inhibe la
expresion de ced-9, mientras que dpl-1 promueve la expresion y activacion de ced-4. Imagen tomada y
modificada de (Lascarez-Lagunas et al., 2014).

La forma en la que MPK-1 participa en la apoptosis es mediante la regulacidén de los niveles de
expresion de GLD-1, quien es el represor de CEP-1 (Rutkowski et al., 2011). Que MPK-1 se encuentre
activa depende de la fosforilacion de esta proteina, la cual es controlada por la fosfatasa LIP-1, quien
a su vez es regulada por la proteina de unién a RNA GLA-3 (Gartner et al., 2005; Kritikou et al., 2006)
la cual es motivo de nuestro estudio. Analisis de doble hibrido han identificado que MPK-1 y GLA-3
se encuentran asociadas (Kritikou et al., 2006) por lo cual se ha propuesto que GLA-3 puede
participar como regulador negativo de MPK-1 y de esta forma evitar que se induzca apoptosis
(Figura 4) (Perrin et al., 2013).

Figura 4. Modelo de apoptosis regulada por
GLA-3. La activacion de MPK-1/ERK
requiere de la participacion de los
componentes de la via de MAPK LET-

60/Ras, LIN-45/Raf y MEK-2/Mek, en donde
_lw > Apoptosis  este (ltimo fosforila a MPK-1. La forma di-

fosforilada de MPK-1 puede inducir

apoptosis. GLA-3 es un regulador negativo
de MPK-1.
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Bajo condiciones de estrés como ayuno, choque de calor, estrés oxidante u osmético la apoptosis
de las células germinales también se encuentra incrementada (Salinas et al., 2006). En ninguna de
estas condiciones la apoptosis es regulada por EGL-1. La apoptosis inducida por choque de calor,
estrés osmatico y oxidante es activada por la via de las MAP cinasas cinasas de p38/MEK-1 y Jnk-
1/SEK-1, sin embargo, se desconoce como es que estas cinasas regulan a las proteinas ejecutoras de
la apoptosis (Salinas et al., 2006).

Durante la apoptosis de ayuno se ha identificado que la expresion del mRNA de /in-35/RB
incrementa y este correpresor transcripcional desregula la expresién de genes necesarios para
inducir la apoptosis (ced-9 y ced-4) (Lascarez-Lagunas et al., 2014). El mecanismo por el cual LIN-35
es activado durante el ayuno aun es desconocido y actualmente se estd estudiando en el
laboratorio.

Cambios morfolégicos que se presentan durante la apoptosis.

Una vez que se activd la apoptosis, se llevan a cabo otras dos fases que son la ejecucién y
eliminacion de las células. Las células en apoptosis tienen una serie de cambios en su estructura,
algunos de los cuales son utilizados como marcadores para estudiar la muerte celular. La fase de
ejecucién conlleva una serie de cambios en la morfologia celular, algunos de los cuales son descritos
a continuacién y esquematizados en la Figura 5.

e Condensacion de la cromatina.

Una particularidad de las células en apoptosis es la condensacién y degradacion del DNA, lo cual
previene la replicacion del DNA y la transcripcidén génica de material comprometido o dafiado (He
et al.,, 2009; Samejima & Earnshaw, 2005). Esto se lleva a cabo por la formacion de redes de
microtibulos que rodean al nucleo, los cuales provocan que este se contraiga (Raiders et al., 2018).

Acoplado a la condensacién, se lleva a cabo la degradacidon del DNA. Inicialmente se forman
fragmentos de alto peso molecular (50-300 kb), los cuales son procesados en fragmentos de bajo
peso molecular (180 pb); una vez que las células son fagocitadas, los fragmentos pequefios son
degradados completamente a nucledtidos en los fagosomas (Samejima & Earnshaw, 2005). Estos
eventos estan mediados por nucleasas, en mamiferos se ha identificado la participacion de la
nucleasa CAD/DFF40. Esta enzima se encuentra inactiva y su activacidn se da por la caspasa 3 (Liu
et al., 1997). La endonucleasa G también participa en la ruptura de los acidos nucleicos, esta se
encuentra en el espacio intermembranal de la mitocondria y cuando se activa la apoptosis, se libera
y se transloca al nucleo (He et al., 2009).

En el genoma de C. elegans no hay homdlogos de las nucleasas CAD, por lo que la degradacion del
DNA es llevada a cabo por las nucleasas NUC-1 (homdlogo de la DNAasa |l de mamiferos) y por la
endonucleasa CPS-6 (homdlogas de la endonucleasa G) (He et al., 2009; Wu et al., 2000), la cual
durante la apoptosis es liberada de la mitocondria y traslocada al nucleo en donde actia como
nucleasas, el mecanismo por el cual estas enzimas son activadas asi como la forma en la degradan

14



en DNA aun no estda completamente descrito, sin embargo, se ha identificado que

nematodos
mutantes de estas nucleasas son incapaces de cortar el DNA (Parrish et al., 2001).
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Figura 5. Cambios estructurales de las células germinales asociados a la muerte celular. Durante la apoptosis,
las células germinales sufren una serie de modificaciones. Utilizando mutantes del gen ced-1, las cuales
presentan defectos en la eliminacién de las células apoptodticas se observaron los siguientes cambios. Ante la
activacion de la apoptosis, las células expulsan algunos de los componentes citoplasmaticos (como granulos P,
mitocondrias y el aparato de Golgi) a través de los anillos del raquis. Algunos granulos de PGL-1 no salen de la
célula y permanecen asociados con la membrana nuclear. Posteriormente la célula disminuye su tamafio.
Después de la reduccion en el tamafio de la célula se promueve el cierre de los anillos de raquis, evitando que
el resto de los componentes citoplasmaticos salgan. Los microtubulos cambian de orientacion y rodean al

nucleo, formandose agregados de actina y cofilina. Estos cambios promueven la contraccién de la célula y la
compactacion del ndcleo y del citoplasma restante. Finalmente, estas células son rodeadas por las células de la
vaina para ser eliminadas. Imagen tomada y modificada de (Raiders et al., 2018).

e Reorganizacion del citoesqueleto.

La fase de ejecucion de la apoptosis esta caracterizada por la contraccion celular, en la cual se

lleva a cabo la reorganizacion del citoesqueleto que estda mediada por diversas caspasas que
participan en su desensamblado.
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El citoesqueleto estd conformado por filamentos de actina, microtibulos y filamentos
intermedios, los cuales participan de manera coordinada para mantener la integridad de la
membrana plasmatica, participan en la divisién celular, contribuyen en la morfologia celular y
proporciona una red para el transporte celular (Ndozangue-Touriguine et al., 2008).

En células en apoptosis de mamifero se han identificado dos procesos de modificacidon de los
microtubulos, el primero se lleva a cabo durante estadios tempranos de apoptosis en donde los
microtubulos no se despolimerizan, sino que adquieren una organizacidon concéntrica rodeando al
nucleo, lo cual promueve la contraccion del anillo de actinomiosina y la disminucién del tamafio de
la célula (Oropesa-Avila et al., 2017). Esto también ha sido observado en la apoptosis de las células
germinales de C. elegans, en donde se han descrito que ocurren dos eventos de contraccion celular,
el primero es la “contraccion rapida” en donde la célula germinal en proceso de muerte celular
disminuye su area aproximadamente 80 minutos antes de ser refractil (al ser observada al
microscopio) y posterior a esto se da la segunda contraccidn o “contraccién lenta” caracterizada por
el cierre del puente del raquis (Raiders et al., 2018). Finalmente, cuando las caspasas se encuentran
activas, se promueve la despolarizacidon de los microtibulos (Oropesa-Avila et al., 2017; Povea-
Cabello et al., 2017).

Los filamentos de actina también tienen un papel muy importante durante el proceso de muerte
celular, se ha observado que en células cultivadas de mamifero el citoesqueleto de actina se
fragmenta, ya que es sustrato de caspasas, que rompen la actina en fragmentos pequefios (14kDa)
(Mashima et al., 1999).

Se ha propuesto que los filamentos de actina son elementos iniciadores y reguladores de la
apoptosis tanto intrinseca (dependiente de caspasas) como extrinseca, ya que la desestabilizacion
de la actina provoca una respuesta apoptoética (Desouza et al., 2012).

Ademas de la ruptura de los filamentos de actina por caspasas, el desensamble del citoesqueleto
también puede ser regulado por proteinas de unidn a actina como son las proteinas de la familia
ADF/cofilina, las cuales regulan el recambio de filamentos de actina cortando y despolimerizando
los filamentos de actina existentes (Desouza et al., 2012). En células en apoptosis de C. elegans se
ha observado la agregacion de estas proteinas alrededor del nucleo (Raiders et al., 2018).

. Alteracién en la membrana plasmatica.

Muchos de los cambios en la integridad de la membrana plasmatica son generados por la
remodelacion del citoesqueleto durante la fase de ejecucion de la apoptosis. Dentro de los cambios
mas notables de la membrana se encuentra la formacion de protuberancias circulares, proceso
también conocido en inglés como blebbing y la formacidn de los caracteristicos cuerpos apoptoéticos
(zhang et al., 2018).

En células de mamifero se ha identificado que la formacidn de las protuberancias es dependiente
de la caspasa 3, la cual activa a ROCK1, encargada de regular el ensamblaje de los filamentos de
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actina-miosina (Sebbagh et al., 2001). En C. elegans se observado la activacion de LET-502/ROCK1
durante condiciones de estrés metabdlico como la falta de alimento (Gurkar et al., 2013).

Uno de los cambios mas tempranos en la estructura de la membrana plasmatica de las células en
inician apoptosis es la traslocacion de fosfolipidos. De hecho, es uno de los marcadores usados para
detectar fases iniciales de la apoptosis (Chaurio et al., 2009). Los fosfolipidos se distribuyen de
manera asimétrica en la membrana plasmadtica de las células eucariotas, generalmente la
fosfatidilcolina y los esfingolipidos se encuentran orientados hacia afuera de la célula mientras que
la fosfatidilserina (PS), fosfatidiletanolamina y los fosfoinositidos se encuentran enriquecidos en la
capa lipidica que se orienta hacia el interior celular; durante la apoptosis ocurre la traslocacién de
PS, la cual ahora es orientada hacia el espacio extracelular, esta traslocacién promueve que las
células que entran en apoptosis sean reconocidas y fagocitadas, ya que la PS puede ser reconocida
por diversos receptores o adaptadores (Chaurio et al., 2009; van den Eijnde et al., 1998).

La traslocacién de la PS puede ser realizada mediante tres mecanismos: 1. Mediado por ATPasas
tipo P (flippasas o traslocasas) las cuales realizan el transporte activo de andlogos de
aminofosfolipidos. 2. Por escramblasas (scramblases) las cuales estan implicadas en la pérdida de la
asimetria de la membrana ya que son traslocadores de fosfolipidos independientes de ATP. 3. Por
transportadores de casete de unién a ATP (ABC) los cuales forman canales impulsados por ATP, que
transportan diversos sustratos, entre ellos lipidos. (Chaurio et al., 2009).

Se considera que la traslocacién de la PS es un proceso conservado, el cual ha sido observado
durante el desarrollo embrionario en diferentes modelos como ratén y pollo (van den Eijnde et al.,
1998). En C. elegans se ha descrito que la traslocacién depende principalmente de dos proteinas,
las cuales son CED-7 (homélogo a los transportadores ABC) (Wu & Horvitz, 1998) y TAT-1 (homdlogo
a los transportadores ATPasas tipo P) (Zillig et al., 2007).

° Cambios en la estructura de organelos citoplasmaticos.

Dentro de los cambios que ocurren en los organelos citoplasmicos durante la apoptosis, destacan
el cambio en la estructura del citoesqueleto (el cual fue previamente descrito) y modificaciones del
reticulo endopldsmico.

Hasta el momento, solo se ha descrito que la organizacién del sistema vacuolar que conforma al
reticulo endoplasmico alargandose incrementando su tamafio; ademds de que su distribucidn se
vuelve menos uniforme (Bottone et al., 2013). Algo similar ocurre con el aparato de Golgi, del cual
se ha descrito en cultivos celulares que durante la apoptosis disminuyen su nimero de cisternas, se
fragmentan y se agregan en el citoplasma (Bottone et al., 2012).

Debido a que las mitocondrias participan en la apoptosis celular, se conoce con mayor profundidad
los diferentes mecanismos que las afectan. En células de mamiferos se sabe que las mitocondrias
de células en apoptosis reducen su densidad en un 30%, ademas de que se fragmentan, lo que
provoca que se formen agregados y masas mas compactas en el citoplasma mientras que otras
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mitocondrias se agregan en la regién perinuclear. Andlisis de microscopia electrénica indican que
las mitocondrias de células en apoptosis presentan alteraciones en sus crestas, son mas pequefias
y algunas se hinchan (Bottone et al., 2013; Giansanti et al., 2013).

En C. elegans se ha observado que previo a la contraccidon de las células en apoptosis, las
mitocondrias salen a través del puente del raquis del sincicio (Figura 5) y el movimiento esta
regulado por la reorganizacion de los microtubulos y por las proteinas de transporte mitocondrial
como kinesinas (Raiders et al., 2018), mientras que las mitocondrias que permanecen dentro de la
célula en apoptosis se fragmentan (Rolland & Conradt, 2006).

Formacion de células binucleadas.

Uno los cambios estructurales de las células apoptéticas menos reportados en la literatura, es la
formacidn de células binucleadas.

Diversos estudios han relacionado la presencia de células binucleadas (o multinucleadas) con el
desarrollo de diferentes patologias, como es el cdncer ya que muestras histolégicas o biopsias
presentan células con mas de un nucleo (Stoll et al., 2011) o con procesos de muerte celular
(Nishimura et al., 2016; Raiders et al., 2018; Rios et al., 2016). Sin embargo, la formacién de células
binucleadas es requerida para el desarrollo normal de diferentes érganos sinciciales como el
corazon, células musculares, progenitores de megacariocitos, parénquima hepatico, vejiga, entre
otros.

Diversos estudios indican que la formacién de los sincicios puede darse por dos procesos, en el
primero son sincicios programados fisioldgicamente, es decir que forma parte de un programa de
desarrollo normal o fisiolégico controlado, mientras que en el segundo proceso la formacion se da
bajo condiciones patolégicas en donde células diploides de animales o plantas son capaces de
cambiar a un estado poliploide por la influencia de factores ambientales como virus (Weng et al.,
2009), estrés oxidante (Pandit et al., 2013) o dafio al DNA (Davoli & de Lange, 2012; Pandit et al.,
2013), pero muchas veces la formacién de células multinucleadas bajo condiciones patoldgicas es
un proceso accidental, por lo cual se desconocen los mecanismos que lo regulan.

El estudio de los sincicios ha identificado que pueden formarse mediante dos mecanismos (Figura
6). El primer mecanismo consiste en defectos en la citocinesis, el cual es uno de los pasos finales de
la divisidon celular (Figura 6B), en donde defectos en la expresidn y/o actividad de proteinas que
participan en la escision celular permiten que las células en division permanezcan conectadas por
puentes citoplasmaticos (Burgess & Chang, 2005) o que las células compartan todo el citoplasma
(Bai et al., 2020; Rahman et al., 2015).

De manera general los sincicios se pueden definir como células carentes de barreras membranosas
entre nucleos adyacentes, por lo cual los sincicios también pueden ser considerados como células
multinucleadas. El estudio de los sincicios ha permitido conocer algunos de los mecanismos por los
cuales se pueden formar células bi o multinucleadas.
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Fallo en la citocinesis ‘

Célula binucleada

Figura 6. Mecanismos para la formacion de células binucleadas. La formacién sincicios se puede llevar a cabo
por diferentes eventos. A. Durante la endoreplicacién o endoduplicacion, las células presentan variaciones en
el ciclo celular ya que solo presentan G1 —S — G2 lo cual da como resultado células con un nucleo poliploide
(Lee et al., 2009). Debido a que el producto final es una célula con un solo nucleo con doble carga génica esta
via no se considerada que forme células binucleadas. B. Durante la mitosis, algunas células presentan
alteraciones en la citocinesis, que es uno de los pasos finales para que permite que se separen las células. Estas
alteraciones pueden presentarse durante la especificacién del plano de escision, la entrada del surco de
escision, la formacién del anillo contractil o la abscision, lo cual da como resultado que las células queden
conectadas por puentes citoplasmaticos. C. En el tercer mecanismo de formacién de células binucleadas no
interviene el ciclo celular; en su lugar dos células que estdn lo suficientemente cercanas fusionan sus
membranas plasmaticas permitiendo que todos los componentes citoplasmaticos (incluidos los nucleos)
interactuen.

El segundo mecanismo por el cual se forman los sincicios es por fusidn celular (Figura 6C), en el
cual dos células que se encuentran fisicamente cercanas fusionan sus membranas plasmaticas y
comparten su citoplasma. Se ha descrito que la fusidn celular es el mecanismo que forma las células
binucleadas la génada de C. elegans hermafroditas adultos (Raiders et al., 2018).

Fusion celular

De manera general la fusidn celular puede definirse como el proceso por el cual las células unen
sus membranas plasmaticas para compartir su citoplasma (Figura 6C) (Oren-Suissa & Podbilewicz,
2010). Es un proceso altamente regulado y conservado evolutivamente, ya que en la mayoria de los
organismos el inicio de la vida se origina a partir de la fusidén de los gametos, ademas algunas
estructuras embrionarias y drganos se forman mediante la fusion de células como son la placenta,
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musculo esquelético, huesos, sistema inmune entre otros, ademas de que algunos procesos de
regeneracion como son la regeneracion en higado, cerebro, musculo, pulmdn e intestino conllevan
la fusion de células (Willkomm & Bloch, 2015).

Ya que las células fusionadas pueden estar presentes en diferentes tejidos, las funciones que se le
han asociado son tan amplias como los tejidos que conforman, participando en procesos de
inmunidad, transporte, locomocion, reproduccién, crecimiento, alimentacién, osmorregulacidn,
percepcidon sensorial por mencionar algunos (Oren-Suissa & Podbilewicz, 2010). Las células
fusionadas pueden formar sincicios, los cuales les permiten adoptar formas que funcionan
eficientemente mediante la presencia de estructuras estables como anillos (Podbilewicz, 2000).

A pesar de que la fusién célula — célula estd presente en una gran cantidad de organismos, no se
conoce a profundidad como es que ocurre este proceso o cuales son los elementos que lo regulan,
se ha propuesto que la fusién celular es un proceso que se encuentra genéticamente programado,
el cual estd dividido en tres etapas:

1) Competencia: requieren células diferenciadas o competentes, es decir, que estas células
sean capaces de responder y de generar respuestas extracelulares, como la capacidad de
polarizarse, migrar, presentar cambios morfoldgicos y que presenten moléculas en la
superficie que son requeridas para el siguiente paso.

2) Compromiso: durante este paso se debe de llevar a cabo la adhesidn célula- célula, ademas
de que las células deben de encontrarse polarizadas y la maquinaria de fusién debe
encontrarse activa.

3) Fusidn celular: en este ultimo paso se lleva a cabo la correcta fusion de las membranas
plasmaticas y los citoplasmas se conectan (Aguilar et al., 2013).

Para que ocurra el intercambio del contenido citoplasmico se requieren de diversos eventos que
permitan que las células estén preparadas para fusionarse y uno de ellos es la polarizacién celular.
Gran parte de la informacidn de la polarizacidon de las células proviene de modelos no animales,
como son los hongos, principalmente de Saccharomyces cerevisiae y Neurospora crassa.

En las levaduras se ha identificado que la fusidn celular durante la conjugacién requiere de un
gradiente de feromonas, las cuales se une al receptor para activar una cascada de sefializacion
mediada por las cinasas de la via MAP. Como consecuencia, se detiene el ciclo celular en G1 y se
induce la transcripcién de mas de 100 genes (Aguilar et al., 2010), dentro de los que se encuentran
remodeladores del citoesqueleto de actina que polarizan a las células (Ydenberg & Rose, 2008).

En el paso de competencia uno de los requisitos para la fusién celular es la presencia de moléculas
en la superficie de membrana. Algunas de ellas pueden ser receptores que le permitan identificary
responder ante una sefial (como es el caso de las levaduras y la respuesta de polarizacién ante las
feromonas) (Aguilar et al., 2010) pero también se han identificado otras moléculas que deben estar
presentes, una de ellas es la fosfatidilserina.
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En el apartado de apoptosis, se describié que uno de los marcadores de fagocitosis es la presencia
de fosfatidilserina orientada hacia el espacio extracelular que permite que las células apoptéticas
sean reconocidas y fagocitadas (Chaurio et al., 2009). También se ha visto que la PS puede ser una
sefial para promover la fusion celular (Figura 7A).

En cultivos de mioblastos se observé que previo a la fusidn celular ocurria la traslocacién de la PS
y ademas se observé un enriquecimiento de esta en los puntos de contacto (Hochreiter-Hufford et
al., 2015; Jeong & Conboy, 2011; Verma et al., 2018). La traslocacion de la PS es llevada a cabo por
ATPasas tipo P, que activan a diferentes GTPasas que a su vez regulan al citoesqueleto (Tsuchiya et
al., 2018)

Fusién celular
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Figura 7. Modelos de fusidn celular. La fusion celular puede llevarse a cabo por mecanismos dependientes o
independientes de fuségenos. (A) Para que se pueda llevar a cabo la fusion se requiere de la remocién de las
proteinas de membrana, ya que pueden ser un impedimento para que el citoesqueleto interactle, ademas se
lleva a cabo la traslocacién de la PS la cual se orienta hacia el espacio extracelular y se agrega en las zonas de
contacto. (B) En el caso de los fuségenos, estos deben estar expresadas en ambas células. Los fusdgenos
promueven que las membranas se aproximen y que se lleve a cabo el intercambio celular. (C) Una vez que las
membranas plasmaticas se encuentran lo suficientemente cercanas (ya sea por el mecanismo dependiente o
independiente de fusdgenos) las membranas plasmaticas se fusionan. Imagen basada en (Willkomm & Bloch,
2015).
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Otros estudios han demostrado que la traslocacién de la PS no solo se requiere para la fusion célula
— célula, sino que esto también se observa durante la entrada de los virus a las células. Un ejemplo
es el caso del virus del VIH-1, el cual induce mediante Ca?* la traslocacién de PS mediado por
escramblasas, lo cual favorece la fusiéon de la membrana del virus con la membrana de la célula
(zaitseva et al., 2017).

Otro lipido que participa, pero de manera inversa en la fusién celular es la lisofosfatidilcolina ya
que se ha visto que las células tratadas con este lipido son incapaces de formar canales de
hemifusion (Chernomordik & Kozlov, 2003; Benjamin Podbilewicz et al., 2006; Verma et al., 2018).

Para que la fusién celular pueda llevarse a cabo, también es necesario la remocién de proteinas
de membrana especialmente en los sitios de contacto (Figura 7A), ya que las proteinas de
membrana pueden limitar el movimiento de las proteinas del citoesqueleto (Eitzen, 2003). Hasta
ahora se desconoce el mecanismo por el cual las proteinas de membrana son eliminadas, pero se
ha propuesto que MUNC18 (UNC-13 en C. elegans) puede participar en la remocién (Martens &
McMahon, 2008).

Para que las células puedan fusionarse correctamente se requiere que éstas se aproximen e
interactuen, lo cual esta regulado y mediado por fusdgenos. Los fuségenos son proteinas que se
encuentran sobre las membranas que facilitan o promueven que la fusién se lleve a cabo de manera
controlada y regulada evitando que la reaccion sea espontanea (Figura 7B) (Segev et al., 2018). Las
primeras proteinas fusdgenas fueron identificadas en membranas virales, las cuales son
responsables de la unién y fusién de las membranas virales con las de la célula huésped, estas
proteinas fueron identificadas en el virus de la gripe, VIH, hepatitis, dengue y zika (Segev et al.,
2018).

Las fuségenos virales pueden ser clasificados en tres clases: Clase 1: la proteina esta conformada
en su mayoria por a hélices; Clase Il: estdn compuestos principalmente de laminas B; y Clase |l
presentan una mezcla de a hélices y laminas B (Harrison, 2015). El mecanismo de las tres clases de
fuségenos es parecido: inicia con la activacion de los fuségenos, lo cual genera la exposicion del
péptido de fusidon que entonces es insertado en la membrana de la célula hospedera. Esto promueve
gue se dé un cambio en la estructura del complejo fusogénico formando una horquilla que genera
la fuerza de atraccion que permite que las dos membranas se acerquen y se forma un tallo de
hemifusion el cual tiene a expandirse por la fusion de las membranas (Figura 7C) (Brukman et al.,
2019; Segev et al., 2018).

Actualmente, se han descrito varios fuségenos presentes en células animales, siendo los fuségenos
AFF-1y EFF-1 (epitelial fusion-failure) identificados en C. elegans de los mejor caracterizados. Estas
proteinas de fusién participan en el desarrollo normal de los nematodos, promoviendo que las
células epiteliales se fusionen durante el desarrollo embrionario (Mohler et al., 2002; Podbilewicz
& White, 1994). Ademas, se ha observado que cuando estas proteinas son expresadas en otros tipos
celulares (que normalmente no se fusionan) se promueve su fusion y la formacién de células
binucleadas (B. Podbilewicz et al., 2006; Sapir et al., 2007).
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Células binucleadas y apoptosis

El mecanismo por el cual las células se fusionan y posteriormente son eliminadas por apoptosis
aun es desconocido, sin embargo, esto ha sido observado en distintos modelos experimentales.

En lineas celulares humanas (Hela) cultivadas en ausencia de medio de cultivo se observa una
mayor incidencia de células binucleadas, de las cuales entre el 50 al 80% mueren por apoptosis,
mientras que el resto puede continuar con su ciclo celular (Nishimura et al., 2016). Un patrén similar
se observa en las células luminares de glandulas mamarias, las cuales pueden presentar células con
dos nucleos en donde la mayoria son eliminadas por apoptosis (Rios et al., 2016).

Uno de los modelos del que existe una mejor descripcién de la relacion entre la formacién de las
células binucleadas y la apoptosis es la génada de C. elegans. Se ha observado que entre el 20y 30%
de todas las células que son eliminadas por apoptosis presentan mas de un nucleo (Raiders et al.,
2018). Las células binucleadas han sido observadas en mutantes de ced-1/p53, egl-1/BH3
componentes de la maquinaria central de apoptosis, pch-2/TRIP13 quien codifica para una proteina
gue forma parte del complejo sinaptonémico y en menor proporciéon en nematodos silvestres (Bohr
et al., 2016; Raiders et al., 2018)

En las mutantes antes mencionadas y en menor proporcidn en nematodos silvestres, la formacién
de células binucleadas se lleva a cabo en la regiéon mitdtica distal de la génada, lo cual permite que
las células binucleadas puedan progresar por el brazo distal hasta llegar al asa en donde son
eliminadas por apoptosis, sin embargo, se ha observado que algunas llegan a formar ovocitos
(Raiders et al., 2018).

Se ha identificado que las células binucleadas se forman al finalizar la mitosis, en la parte distal de
la génada por fusion celular, aunque se ha descartado que la fusién celular esté mediada por los
fuségenos AFF-1y EFF-1 (Raiders et al., 2018). Una vez que se forman las células binucleadas, estas
pueden progresar a través de la génada pasando por la zona de transicion y llegan hasta la region
de paquiteno, en donde la mayoria son eliminadas por apoptosis (Raiders et al., 2018).

A pesar de que se ha observado la presencia de células binucleadas, aun no se conocen los
mecanismos que median la fusidn celular, ni cual es la sefial que favorece la formacion de estas
células.

La proteina de unidon a RNA Tristetraprolina

Tristetrapolina (TTP) es una proteina de unidn a RNA que forma parte de la familia TIS11. En
mamiferos estd conformada por cuatro miembros: TIS11 (ZFP36, TTP, Nup475, GOS24), TIS11b
(Berg36, ERF-1, ZFP36L1, BRF1), TIS11d (ZFP36L2, ERF-2, BRF-2) y Zfp36I3, aunque este ultimo
miembro solo ha sido identificado en la placenta de roedores (Baou et al., 2009).

Dependiendo del organismo en el que se encuentre, esta proteina puede recibir diferentes
nombres como NUP475, GOS24 y TIS11. La expresion de esta familia de proteinas ha sido
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identificada en organismos vertebrados (a excepcion de aves), insectos (un solo miembro), anfibios
como Xenopus laevis y Silurana tropicalis (cuatro miembros), S. cerevisiae (dos miembros) y C.
elegans (cinco genes codifican para proteinas con dominios de dedos de zinc) (Brooks & Blackshear,
2013; De et al., 1999; Lai et al., 2013).

Estructuralmente esta proteina esta conformada por dominios tipo dedo de zinc CCCH en tandem,
el cual se une a los elementos ricos en adenina/uridina (ARE) en las regiones 3’ no traducidas
(3'UTRs) de mRNA especificos (Patial & Blackshear, 2016).

Los mRNAs blanco de las proteinas TTP son variables, algunos de los primeros identificados fueron
el factor de necrosis tumoral (TNF) y el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF) (Taylor et al., 1996). Actualmente ya se han identificado mas de una docena de mRNAs
gue codifican para genes de respuesta inmune (TNF, GM-CSF, IL2, IL3, IL6, IL10, IL12, Ccl2, Ccl3 y
MIP-2), factores de crecimiento (VEGF), metabolismo (ciclooxigenasa y galactosiltransferasa),
factores de transcripcion (Fos, C-myc, Pitx2 y E47), ciclo celular (ciclina D1, p21 y polo-like cinasa 3)
y el mMRNA de la misma tristetraprolina (Baou et al., 2009). Algunos de los mMRNAs que se unen a TTP
se encuentran resumidos en la Figura 8.

Figura 8. Grafica que muestra el nimero de

Uni6n a DNA mRNA asociados a TTP por categorfa. La mayoria de
los mRNAs codifican para genes participan en el
metabolismo (47 genes que corresponden al

Metabolismo 40.52%). También hay mensajeros cuyos productos
participan en otros procesos celulares como
transporte celular o proteinas asociadas a la

Transporte celular/ estructural remodelacion del citoesqueleto (13.79%), sistema

Ciclo celular inmune (9.48%), RNAs mensajeros cuyos productos

Sistema inmune participan en el ciclo celular y otros que no han sido

caracterizados. Datos obtenidos de (Stoecklin et al.,

Analisis in vitro han identificado diferentes sitios de fosforilacion para TTP (Cao & Lin, 2008).
Algunas de las proteinas que fosforilan a TTP son MK2, ERK, p38 y JNK (Cao & Lin, 2008; Chrestensen
et al., 2004). Se ha observado que la fosforilacion de TTP puede regular a qué tipo de mRNA se
encuentra asociada esta proteina (Cao & Lin, 2008).

Bajo condiciones de estrés, que induce que la transcripcidn se detenga, la proteina TTP puede
agregarse formando granulos de estrés (Stoecklin et al., 2004), los cuales contienen factores de
inicio de la traduccion y mRNA no traducidos (Brooks & Blackshear, 2013). La forma fosforilada de
esta proteina permite que se forme un complejo con las proteinas 14-3-3, que las estabiliza y
permiten la traduccién de los mRNA que se asocian a ellas (Sandler & Stoecklin, 2008).
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TTP tiene diferentes funciones, dentro de las mas estudiadas destacan su papel en la respuesta
inmune y en procesos inflamatorios (Sanduja et al., 2012). También se ha identificado que esta
proteina es necesaria para regular la calidad de los ovocitos en ratones (X. Liu et al., 2016). Se ha
observado en ovocitos de ratén que TTP colocaliza con los cromosomas, y que el silenciamiento de
TTP afecta la polimerizaciéon de actina lo cual evita que los cromosomas se alineen, generando
aneuploidias y evita que los gametos maduren (X. Liu et al., 2016).

GLA-3 es uno de los homoélogos de TTP en C. elegans

GLA-3 es una proteina de C. elegans, la cual es homdloga a la tristetraprolina (Kritikou et al.,
2006). En este nematodo se han identificado diversos genes homadlogos a TTP que codifican para
proteinas con dominios de dedos de zinc. La proteina GLA-3 presenta dos isoformas que son
producto de un splicing alternativo; ambas se expresan durante el estadio adulto, embridn
temprano y larva L4 (Kritikou et al., 2006).

En nematodos que tienen silenciada la expresion de gla-3 o que presentan una pérdida de funcion
se observa un incremento en la apoptosis de las células germinales (Chen et al., 2010; Kritikou et
al., 2006; Morthorst & Olsen, 2013; Wang et al., 2010). Sin embargo, el incremento en la apoptosis
no se observa en células somaticas (Kritikou et al., 2006).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las células germinales pueden ser eliminadas por apoptosis por varios motivos, uno de ellos es
servir como células nodrizas ya que al ser eliminadas ceden sus componentes a las células
germinales que formardn a los ovocitos. Otra razén es que las células germinales tienen defectos en
su genoma.

En la génada del nematodo C. elegans se ha observado la presencia de células germinales
binucleadas, las cuales casi siempre son eliminadas por apoptosis (Raiders et al., 2018). Este
fenotipo se genera por la fusidon de dos o mas células, sin embargo, se desconoce el mecanismo que
promueve su fusion.

Previamente en el laboratorio se observd que el estrés incrementa considerablemente la
apoptosis de las células germinales (Salinas et al., 2006), sin embargo no se habia observado una
correlacion entre la apoptosis y la formacién de células binucleadas.

La falta de varios genes provoca un incremento de la apoptosis de las células germinales, tal es el
caso de mutantes en gla-3 (Kritikou et al., 2006). Sin embargo, no ha observado si en esta mutante
el aumento de apoptosis se debe a la formacién de células binucleadas.
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HIPOTESIS

La mutacidn del gen gla-3 provoca un incremento en la apoptosis de las células germinales
debido a que se incrementa el nimero de células germinales binucleadas. En condiciones de estrés
térmico, deprivacion de alimento, estrés oxidante y dafio al DNA se incrementa la apoptosis de las
células germinales debido a que hay un aumento en la fusion celular.

OBJETIVO GENERAL
Estudiar la formacién de células binucleadas en la gédnada de C. elegans.
Objetivos particulares

e Estudiar si el incremento en la apoptosis en las mutantes de gla-3 se relaciona con la
formacidn de células binucleadas.

e Determinar si el estrés térmico, deprivacion de alimento, estrés oxidante y dafio al DNA
induce la formacién de células binucleadas en nematodos silvestres y mutantes de gla-3.

e Estudiar la estructura de la génada en condiciones de estrés térmico.
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MATERIALES Y METODOS

Mantenimiento de cepas

Los nematodos fueron mantenidos en cajas Petri con medio NGM-Lite sélido (NaCl 34 mM,
NaH;PO4 25 mM, Na;HPO,4 3.5mM, agar 59 mM, colesterol 0.02 mM y bactotriptona 4%) el cual fue
esterilizado y posteriormente vaciado en cajas Petri. Una vez que el medio se encontraba gelificado,
se les agregd 250 ul de un cultivo de E. coli OP50, el cual se prepard previamente mediante la
inoculacidén de las bacterias en medio Luria Bertani (LB) con estreptomicina (50 pl/ ug) durante 12
horas a 37°C en agitacion (250 r.p.m).

Todas las cepas utilizadas se encuentran enlistadas en la Tabla 2, las cuales se mantuvieron a 20°C
(a excepcion de la condicion de choque de calor).

Tabla 1. Cepas de C. elegans utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo

N2 Silvestre

WS2972 gla-3(op216)

WS2973 gla-3(op212)

WS2974 gla-3(ep312)

DG3929 tiar-1(tn1543)

0oD70 Itls44 [pie-1p::mCherry::PH(PLC1deltal) + unc-119(+)]

0D95 [pie-1p::mCherry::his-58 + unc-119(+)]; [pie 1p::GFP::PH(PLC1deltal) + unc-119(+)]
WH223  0jls9 [zyg-12(all)::GFP + unc-119(+)]

DG4230 gla-3a(tn1734[gfp::3xflag::gla-3a])

Itls44 [pie-1p::mCherry::PH(PLC1deltal) + unc-119(+)];gla-3a(tn1734[gfp::3xflag::gla-
3a])

Sincronizacion de nematodos

Para todos los experimentos, se utilizaron nematodos adultos de 1 dia los cuales se obtuvieron
mediante sincronizacién. Se utilizaron cajas Petri con nematodos gravidos (aproximadamente 500
nematodos), los cuales fueron colectados con buffer M9 y transferidos a un tubo Eppendorf. Se
agregd 300 uL de NaOH (5 N) y 600 uL de cloro comercial (2.4 mM), los nematodos junto con esta
mezcla se agitaron durante 5 min en un agitador vortex con el objetivo de romper los nematodos y
colectar los embriones. Posterior a la agitacion, se realizaron 5 lavados, para lo cual se retiré el
sobrenadante y se agregd amortiguador M9 y se centrifugd en una micro centrifuga; al término de
los lavados, el botén con los embriones se pasé a un tubo estéril y se mantuvieron en amortiguador
M9 a 20°C toda la noche .
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Finalmente, se cuantificd el nimero de larvas presentes en la muestra y se sembraron 40 larvas
en cajas con OP50 o HT115 para los experimentos de silenciamiento.

Silenciamiento mediante dsRNA

Los experimentos de silenciamiento se realizaron mediante la alimentacion de los nematodos
con RNA de doble cadena (dsRNA) para lo cual se utilizaron las clonas de la biblioteca Open
Biosystems, las cuales contiene bacterias de la cepa HT115 que contienen un plasmido con la
secuencia para el RNA de interferencia (RNAI) del gen de interés o no contienen alguna insercion
(PD129.36). Los cultivos de las bacterias HT115 se colocaron durante 18 horas a 37°C en agitacion
en medio LB con tetraciclina (12.5 pg/ml) y ampicilina (50 mg/ml). Estas bacterias se sembraron en
cajas Petri con medio NGM (NaCl 34 mM, NaH,P0,4 25 mM, Na,HPO, 3.5mM, agar 89 mM, colesterol
0.02 mM, bactotriptona 4%, estreptomicina 50 ul/ug, tetraciclina 12.5 pug/ml, ampicilina 50 mg/ml
e IPTG 1 mM) y se dejaron inducir durante 18 horas a temperatura ambiente cubiertas de la luz.

Posterior a la induccién, se utilizaron las cajas para realizar los experimentos, en donde se
sembraron las larvas L1 sincronizadas (o para el caso del silenciamiento de mpk-1, se colocaron
desde L4) (Figura 9) o las cajas se almacenaron cubiertas de la luz.

A Figura 9. Protocolo seguido para
el silenciamiento mediante RNAI.
. : % Los nematodos se alimentaron de
- =\ NS \f\ bacterias que expresan dsRNA
. . del gen de interés. (A) Para el
Sincronizacion L1 L2 L3 L4 Adulto ) o
: silenciamiento  de gla-3 los
g/a-3 (RNAI) animales se alimentaron de estas
B bacterias desde el estadio L1
hasta adultos, mientras que para
, : _ el silenciamiento de mpk-1 (B) las
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Induccion de estrés

Para generar las diferentes condiciones de estrés, se utilizaron los siguientes protocolos para
inducir apoptosis (Salinas et al., 2006; Silva-Garcia & Estela Navarro, 2013)

Choque de calor

Los nematodos hermafroditas adultos sincronizados se sembraron en dos cajas con medio NGM
con alimento, una caja se utilizd como control, la cual se mantuvo durante todo el experimento a
20°C, mientras que para la condicién de choque de calor, esta se sellé con Parafilm y se colocé en
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un bafio de agua con temperatura controlada a 31°C durante 3 horas, posterior a este tiempo, se
colectaron ya sea para observarlos al microscopio o para realizar disecciones y tinciones con DAPI.

Ayuno

Para inducir la condicién de ayuno, los organismos se pasaron de manera individual a cajas con
medio NGM que no contenian alimento (ya sea bacterias OP50 o HT115) y de mantuvieron a 20°C
durante 6 horas en ausencia de bacteria, mientras que los nematodos control, se mantuvieron en
cajas con alimento durante el transcurso del experimento.

Estrés oxidante

Se utilizé Paraquat para promover la formaciéon de especies reactivas de oxigeno y de esta
manera generar el estrés oxidante. Los nematodos se trasfirieron a cajas Petri (sin medio y/o
comida) que contenia amortiguador M9 (condicién control) o Paraquat 2 mM (estrés oxidante),
estas cajas se cubrieron con Parafilm para evitar la evaporacién y se mantuvieron a 20°C durante 1
hora, finalmente se colectaron los nematodos y se disecaron las génadas para realizar marcajes de
DNA con DAPI.

Dafio a DNA

El dafio a DNA se realizé mediante la exposicidén con luz UV, para lo cual los nematodos en cajas
Petri con medio y en presencia de alimento se irradiaron con luz UV a 0.1 Joules (Stratalinker, 1800),
posteriormente a la exposicidn, los nematodos se colocaron a 20°C durante 3.5 horas y se disecaron
las génadas.

Visualizacion de células binucleadas

Para visualizar compartimentos celulares con mds de nucleo, se utilizaron dos métodos, el
primero consistié en marcajes de DNA con DAPIl y el para el segundo se utilizaron cepas transgénicas
para visualizar la membrana plasmatica e histonas.

Tincidn con DAPI

Una vez que los nematodos fueron sometidos a las diferentes condiciones de estrés y/o al
silenciamiento mediante RNAI, se montaron en cubreobjetos con buffer M9 y se inmovilizaron con
tetramizol 10 mM. Posteriormente, en el microscopio de diseccién se disecaron las génadas, para
lo cual con agujas de jeringas para insulina se realizé un corte en la regidn de la faringe, esto con el
objetivo de remover la cabeza y permitir que los brazos de la génada quedaran expuestos. Los
cubreobjetos con las génadas disecadas se colocaron sobre portaobjetos, los cuales fueron
previamente tratados con Poli-L lisina; una vez que el cubreobjeto estaba montado sobre el
portaobjetos, se sumergieron en nitrégeno liquido hasta que las muestras estuvieran congeladas.
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Posterior al paso por nitrégeno liquido, se retiraron los portaobjetos del nitrégeno liquido y se
separo el cubreobjetos del portaobjetos, ya que en el portaobjetos al estar tratado con poli-L lisina
permite que las génadas disecadas permanezcan sobre esta superficie. Los portaobjetos (con las
gbénadas) se colocaron en solucién fijadora (formol 37%, K;HPO4 1M y metanol) durante 10 min a -
20°C. Al término de la fijacion se realizd un lavado, para lo cual las muestras se colocaron en
amortiguador M9 durante 10 min a temperatura ambiente, posteriormente, se agregd 30 uL de
DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol) a una dilucion de 1:100 y se dejo incubar durante 5 min a
temperatura ambiente protegido de la luz. Se realizo un ultimo lavado (como el anterior) y se colocé
un cubreobjetos nuevo con Vectashield.

Las placas se observaron directamente en el microscopio de epifluorescencia, o fueron
almacenadas a 4°C cubiertas de la luz hasta su posterior analisis.

Cepas transgénicas

Se utilizaron nematodos de la cepa OD95, la cual tiene fusionada la proteina GFP a la PLC
(fosfolipasa C), que es una proteina expresada en la membrana plasmatica y mCherry a la histona
58. Los organismos posteriores a su tratamiento (silenciamiento mediante dsRNA o exposicién a
alguna condicién de estrés) se montaron en colchones de agarosa al 2% y se inmovilizaron con
tetramizol 10mM. Una vez que se encontraban inmdviles se observaron en el microscopio de
epifluorescencia (Nikon eclipse 1600) y se tomaron fotografias (AxioCam MRc, Zeiss) de las gdnadas
en el aumento de 40x en los canales verdes (para GFP) y rojo (para mCherry), las fotografias se
tomaron en tres planos: plano superior, medio (para visualizar el raquis) y un plano inferior.

Las fotografias fueron procesadas para corregir la exposicidon y mezclar los canales en el software
Image J (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA), y a partir de estas fotografias
se realizd la cuantificacion del nimero de compartimentos celulares con mas de un nucleo.

Estudio de la arquitectura de la génada

Para visualizar la estructura de las células geminales, se utilizé la cepa OD70, la cual tiene como
reportero a la proteina mCherry fusionada a la proteina de membrana plasmatica PLC. Los
nematodos hermafroditas adultos de 1 dia, posterior al estrés y/o choque de calor se montaron en
colchones de agarosa al 2% y se inmovilizaron con tetramizol 10mM y se observaron en el
microscopio de epifluorescencia.

Se capturd una fotografia representativa de un brazo de la génada de cada nematodo, esta
fotografia se tomé en un plano medio para poder observar la estructura del raquis y de las células
germinales. Todas las fotografias fueron procesadas en el software Fiji para la correccidon de
contraste y para realizar las mediciones.

El dimetro del raquis se determind en la regidn de paquiteno temprano del brazo distal de la
gonada, aproximadamente, asi mimo, para determinar el tamafio de las células germinales, se
midieron de manera independiente 20 células germinales consecutivas en esta misma region,
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ademads, de acuerdo con la orientacién del brazo de la génada, midieron 10 células germinales
superiores y 10 inferiores.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd en el software GraphPad Prism version 8.0 (U.S. San Diego,
California) para lo cual se realizaron comparaciones mediante t de student o ANOVA de dos vias
seguidas de la prueba post hoc de Bonferroni.

RESULTADOS
Las mutantes de gla-3 presentan un incremento en el nimero de células binucleadas

En reportes previos se reportd que las mutantes en gla-3 presentan un retraso en la meiosis
(Kritikou et al., 2006), lo cual también corroboramos en este trabajo. Para observar esto, se
disecaron génadas de nematodos mutantes de gla-3 y se marcé el DNA con DAPI, y con base en la
morfologia del nucleo se identificaron las regiones de mitosis, zona de transicion y paquiteno. En la
cepa silvestre, los nucleos de la zona de transicién presentan una morfologia de media luna mientras
gue los nucleos de la regidn de paquiteno son de mayor tamafio y es posible apreciar las hebras de
DNA (Hirsh et al., 1976).

En la Figura 10 se aprecian que las gonadas disecadas de la mutante de perdida de funcién de gla-
3 presentan una extension de la region del paquiteno (Figura 10B), esta extensidn se observa ya que
los nucleos de la regidon de paquiteno (aquellos de mayor tamafio en donde se aprecian las hebras
de DNA) se extienden posterior a la zona del asa mientras que en la cepa silvestre esta termina
previo al asa (Figura 10A), la extension del paquiteno se observé en los tres alelos mutante de gla-
3 (datos no mostrados).

gla-3(op216)

Figura 10. La mutante de gla-3 presenta extension de la regién del paquiteno. Marcaje de nucleos con DAPI de
la cepa silvestre y mutante en gla-3. A) Génada de animal adulto silvestre en donde se marcaron con diferentes
colores las diferentes etapas que se observan del ciclo celular. B) Gonadas del alelo op216 mutante en gla-3.
Se observa que la region del paquiteno presenta una mayor extension que la cepa silvestre, la cual estd marcada
con la linea punteada roja. Las células binucleadas estan delimitadas en azul.
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La extensién de la regidn del paquiteno podria indicar que la proliferacion de las células germinales
se encuentra afectada, para explorar si hay problemas en la proliferacién en la mutante en gla-3 se
utilizé un anticuerpo anti-histona-3 fosforilada. Esta histona se fosforila durante la fase G2 del ciclo
celular y es una sefal que permite la progresiéon de la mitosis (Hans & Dimitrov, 2001).

Las gdnadas de animales silvestres y mutantes en gla-3 (op216) fueron disecadas y tefiidas con
DAPI y anti-H3 fosforilada. Posteriormente se contaron las células con sefial positiva bajo un
microscopio de epifluorescencia. No se observaron diferencias significativas entre la cepa silvestre
y la mutante indicdndonos que los animales gla-3 no tienen problemas de proliferacién (Figura 11).
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Figura 11. La proliferacion celular no esta afectada en la mutante de gla-3. Génadas disecadas de nematodos
silvestres y mutantes en gla-3 fueron extraidas y teflidas con un anticuerpo que reconoce a la histona H3
fosforilada y DAPI. En las imagenes se observa la punta distal de gonadas representativas en donde se aprecian
los nucleos positivos para la H3 fosforilada. En la grafica se muestra la cuantificacion del nimero de células
positivas de las cepas indicadas. La grafica es resultado del promedio de tres experimentos independientes, en
donde el analisis estadistico (t de student) no indico diferencia significativa (ns).

Como se menciond en los antecedentes las mutantes en gla-3 presentan una apoptosis elevada
(aproximadamente 4 veces mas que la cepa silvestre) (Kritikou et al., 2006). Para investigar si una
de las posibles causas de la elevada muerte se debe a la presencia de células con mas de un nucleo,
se tifleron los nucleos de las células germinales de nematodos mutantes en gla-3 con DAPI. Se
utilizaron tres cepas mutantes en gla-3, cada una corresponde a diferentes alelos. La cepa op212
presenta un cambio en una cisteina por una treonina, mientras que la cepa op216 presenta un
cambio de glicina por una alanina, ambas mutaciones generan un codén de paro temprano; la cepa
op312 presenta una delecion de 265pb (Anexo 1) (Kritikou et al., 2006). En todos los alelos mutantes
observamos que presentan una mayor cantidad de células binucleadas que la cepa silvestre (Figura
10 B-D).

Las células binucleadas se identificaron con base en la cercania de los nucleos (Figura 12A). Al
cuantificar el nimero de células binucleadas se observd que los diferentes alelos mutantes en gla-
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3 presentan cuatro veces mas células binucleadas comparados con la cepa silvestre (N2) (Figura

12E). También se identificd que las células binucleadas se localizan en el brazo distal de la génada,

posterior a la zona de transicion y antes del asa (Figura 12F).

m

NUm. de células
binucleadas/gonada

20

15—

N2

op212 o0p216 op312

gla-3

gla-3(op212)

(]

E
Zona
mitética 7T Paquiteno
distal o Diploteno
Be® g % N\
¥ £ \\
&\
\
|
|
/
/
//
Diacinesis o

@@i} Nucleo %Célula binucleada

Figura 12. La mutante en gla-3 presenta un gran nimero de células binucleadas. Fotografias de génadas
disecadasy tefiidas con DAPI de animales silvestres o mutantes en gla-3. Los nucleos de células binucleadas de

fueron marcados con azul y se muestra un detalle de ellos en cada uno. A) Génada de animal adulto silvestre

(B-D) Gonadas de diferentes alelos mutantes en gla-3. La zona distal de |la gdnada estd sefialada con * naranja.

E. Grafica que muestra los resultados del conteo de las células binucleadas en las cepas indicadas. La grafica es

el resultado de tres experimentos independientes con desviacion estandar p<0.0001.F. Esquema de la gonada

que muestra el sitio en donde se encuentran las células binucleadas.

Para corroborar que las células presentan mas de un nucleo, se utilizé el transgénico OD95 (pie-

1p::mCherry::his-58; pie-1p::GFP::PH(PLCldeltal). En este transgénico se observa a la membrana
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plasmatica con la proteina GFP unida a la PLC y los nucleos con una fusién de mCherry con la histona
59 (Figura 13).

Debido a que no se contaba con la cruza de las cepas mutantes de gla-3 con la cepa OD95, se
realizé silenciamiento de gla-3 por medio de RNA de interferencia y como control se utilizé un
pldsmido sin inserto al cual denominamos “plasmido vacio”. La eficiencia del silenciamiento de gla-
3 se corroboro en el transgénico GFP::GLA-3, la cual fue del 70% (Anexo 2).

Tanto los nematodos PV como gla-3 (RNAI) se colocaron en choque de calor para identificar si esta
condicién de estrés induce la formacion de células binucleadas, la cual se indujo colocando a los
nematodos a 31°C durante 3h, posterior a esto se observaron en el microscopio de epifluorescencia.
Para la condicion control los nematodos se mantuvieron a 20°C.

En la condicién de plasmido vacio control (Figura 13A) se observaron pocas células binucleadas (x
=1.4), mientras que en los animales que fueron sometidos a choque de calor el nimero de células
binucleadas incrementd (asteriscos) (x =7.9) (Figura 13B). Es importante hacer notar que el
silenciamiento de gla-3 aumentd la formacién de células binucleadas (X =8) como se habia
observado en la cepa mutante para este gen (Figura 12C). También observamos que durante el
choque de calor en los nematodos con silenciamiento de gla-3, el nimero células binucleadas no
incrementa (Figura 11D) (X =8.1) con respecto a la condicién gla-3 (RNAI) control.

Control Choque de calor

Plasmido vacio

gla-3 (RNAI)

Figura 13. El silenciamiento de gla-3 favorece la formaciéon de células binucleadas. Se muestran génadas de
nematodos sincronizados y alimentados desde L1 con bacterias HT115 que contenian plasmido vacio (A, B) o
RNA de doble cadena gla-3 (C, D). Algunos nematodos se colocaron en choque de calor durante 3h (B, D)
mientras que el resto se mantuvo a 20°C (A, C). Posterior a esto se visualizaron en un microscopio de
epifluorescencia y se capturaron las imagenes. Como marcador de membrana plasmatica se utilizd a la PLC
unida a GFP (verde) y como marcador nuclear a la histona-58 unida a mCherry (rojo). Las células binucleadas
estan marcadas con * y se observa el acercamiento en los recuadros del centro, en donde se aprecian células
germinales con mas de un nucleo.

34



En los acercamientos de la Figura 12A y 13 observamos que los nucleos se encuentran muy
cercanos, lo cual podria indicar que estos también estan fusionados, para estudiar esta posibilidad
se utilizd el transgénico WH223 (Figura 14). Esta cepa presenta la proteina GFP unida a ZYG-12; una
proteina presente en la envoltura nuclear. Se realizé RNAi de gla-3 en esta cepa, en la condicidon
control (Plasmido vacio) se observaron nucleos redondos y separados unos de otros, lo cual nos
indica que no hay células binucleadas (Figura 14A), mientras que el silenciamiento de gla-3 se
observa que los nucleos de algunas células estén mas cercanos (como habiamos visto anteriormente
para las células binucleadas). A pesar de que los ntcleos estén muy cerca no se observa que estén
fusionados (Figura 14B).

Plasmido vacio gla-3 (RNAI)

Figura 14. Las células binucleadas no presentan ntcleos fusionados. Génadas de animales transgénico WH223
(ZYG-12::GFP), en el cual la envoltura nuclear se observa en verde. Se muestra la regién del paquiteno tardio
previo al asa. Los animales fueron alimentados desde L1 con bacterias que contenian a un plasmido vacio como
control o RNA de doble cadena de gla-3. A) En el control se observan los nucleos alejados. B) En génadas en
donde se silencié al gen gla-3 se observan ndcleos muy cercanos, pero no fusionados.

El estrés promueve la formacién de células binucleadas

Estudios previos (Lascarez-Lagunas et al., 2014; Salinas et al., 2006) han identificado que la
apoptosis celularincrementa bajo diferentes condiciones de estrés, por lo cual se probd si el numero
de células binucleadas aumenta durante estas condiciones.

Se probaron diferentes condiciones de estrés como son choque de calor (3h, 31°C), ayuno (6 h sin
bacterias), estrés oxidante (10 uM de Paraquat por 1 h) y dafio a DNA (los animales se expusieron a
0.1 Joules de luz UV). Después del estrés, se disecaron las génadas y se tifieron con DAPI para
posteriormente cuantificar el nimero de células binucleadas.

En el caso de los nematodos silvestres se observd un promedio de 2.33 (error estdndar £0.19)
células binucleadas presentes por brazo de la génada en la condicidn control (Figura 15A). En todas
las condiciones de estrés el promedio de células binucleadas aumento; observamos un incremento
de 3.8 veces (8.61+0.25) en comparacion con el control en el choque de calor, un aumento de 3.7
veces (8.76+0.21) en ayuno y de 2.4 veces (8.35+0.21) en estrés oxidante. En la exposicion a
radiacion UV se observa una tendencia a aumentar el nimero de células binucleadas.
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Figura 15. El estrés aumenta el nimero de células binucleadas en la cepa silvestre. Para inducir estrés
animales adultos de un dia silvestres y mutantes en gla-3, se expusieron a choque de calor por 3 h a 31°C, para
inducir ayuno se les quitaron las bacterias por 6h, para el estrés oxidante se colocaron en una solucion liquida
de paraquat (10 uM) durante 1hy para causar dafio al DNA se expusieron a luz UV (0.1 Joules). Los nematodos
en condicién control se mantuvieron a 20°C en presencia de alimento. Después de cada tratamiento, se
disecaron las gbonadas y se tifieron con DAPI para identificar células binucleadas bajo el microscopio. En la
grafica se observa el promedio de células binucleadas por brazo de la génada de nematodos silvestres (A) y un
alelo mutante de gla-3 (0p216) (B). Las graficas son el resultado de tres experimentos independientes con
desviacién estandar p<0.0001.

A pesar de que en condiciones control la mutante de g/a-3 presenta un elevado nimero de células
binucleadas (8.60 + 0.25), no se observaron diferencias significativas al someter a estos animales a
estrés (Figura 13B). Al igual que las células binucleadas en las mutantes en gla-3, se observé que las
células binucleadas durante el estrés siempre estan presentes en la regién de paquiteno (Figura
10F).

Nos preguntamos si la razén por la que en la mutante en gla-3 no se ve un incremento en células
binucleadas durante el estrés puede ser debido a un retraso en la progresién de la meiosis en esta
mutante, ya que se identificé que la mitosis no se altera (Figura 11). Para responder esta pregunta
se colocaron animales (silvestres y mutantes de gl/a-3) en condiciones control (20°C) y en choque de
calor (31°C por 3h) y después del tratamiento los animales se dejaron recuperar a 20°C durante 1, 2
y 3 horas (Figura 16).
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Como se ha descrito en el apartado anterior, el nimero de células binucleadas aumenta después
del choque de calor en la cepa silvestre (Figura 15). Se observd que, si los animales se dejan
recuperar por algunas horas a 20°C, el nimero de células binucleadas continda incrementando de
9 hasta 12 células binucleadas en 3 h de recuperacién (Figura 16). Los animales mutantes en gla-3
(op216) que se dejaron recuperar después del choque de calor también presentaron un incremento
en el nimero de células binucleadas de 9 a 13 en un periodo de 3h (Figura 16). Este resultado nos
sugiere que la meiosis en las mutantes en gla-3 esta mas lenta que en la cepa silvestre.
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Figura 16. El nimero de células binucleadas continda aumentando horas después del choque de calor. Para
inducir choque de calor animales adultos de un dia silvestres y mutantes en gla-3 se expusieron por 3 ha 31°C.
Posterior al estrés, los animales se incubaron de 1 a 3 h a 20°C. Los nematodos en condicién control se
mantuvieron a 20°C. A las horas indicadas, se disecaron las gonadas y se tifieron con DAPI para identificar
células binucleadas bajo el microscopio. En la grafica se observa el promedio de células binucleadas por brazo
de la gonada de nematodos silvestres y mutantes. Las graficas son el resultado de tres experimentos
independientes con error estandar p<0.0001.

El gen tiar-1 codifica para una proteina de unién a RNA que se requiere para inducir apoptosis de
células germinales en varias condiciones de estrés (Silva-Garcia & Estela Navarro, 2013). Debido a
que la mutante de tiar-1 es incapaz de inducir apoptosis durante el estrés, decidimos estudiar si
presentaba células binucleadas en condiciones control y de choque de calor.

Se observé que el nimero de células binucleadas en la mutante de tiar-1 en condiciones control
es mayor en comparacion con la cepa silvestre (silvestre: 1.76+0.22 y tiar-1: 3.34+0.19) (Figura 17).

Al comparar el nimero de células binucleadas control contra choque de calor en cepa mutante de
tiar-1(tm1543) de perdida de funcién, se observé que estas aumentan casi dos veces (6.61+0.25)
con respecto a su control (Figura 17), sin embargo, el nimero es menor que las células binucleadas
observadas en la mutante en gla-3. Estos datos nos sugieren que a pesar de que no hay induccién
de apoptosis en la mutante de tiar-1 los eventos de fusidn celular si se estan llevando a cabo.
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Figura 17. Las células binucleadas aumentan durante el estrés en la mutante de tiar-1. Promedio de células
binucleadas presentes en génadas disecadas de animales adultos de 1 dia silvestres, mutantes de gla-3 y de
tiar-1 en condiciones control (20°C en presencia de alimento) y choque de calor (31°C durante 3h). Promedio
de tres experimentos independientes con desviacién estandar. p<0.0001

Cuando la apoptosis falla, las células binucleadas prevalecen y forman ovocitos

De acuerdo con la literatura, las células germinales binucleadas son eliminadas por apoptosis, sin
embargo, se ha observado que algunas células prevaleceny pueden llegar a formar ovocitos (Raiders
et al., 2018). Nosotros observamos que, en la cepa silvestre, en condiciones de choque de calor, se
pueden detectar ovocitos con dos nucleos (Figura 18A). Lo cual demuestra que algunas células
binucleadas al no ser eliminadas prosiguen con su ciclo hasta formar ovocitos. Igualmente se
observé que mutantes de tiar-1 en condiciones control (20°C) presentan ovocitos binucleados
(Figura 18B), esto puede deberse a que la proteina TIAR-1 se requiere para inducir apoptosis.

N2 Choque de calor tiar-1(tm1543) Control Figura 18. Algunas células binucleadas
pueden formar ovocitos. Tinciones de
DAPI de goénadas disecadas de
nematodos silvestres en choque de calor
y mutantes de tiar-1 en condiciones
control. Las imagenes en blanco y negro
superiores muestran fotografias en dos
planos distintos de la goénada. Las
fotografias inferiores (a colores) son
resultado del traslape de las fotografias
superiores, en donde se aplicaron
colores falsos para resaltar la presencia
de dos nucleos en una misma célula, los

cuales estan sefialados con las flechas.
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El estrés genera cambios en la estructura de las células germinales

Datos previos del laboratorio indicaban que la estructura de la génada cambia durante el estrés
por lo que procedimos a estudiar si este efecto tiene alguna relacién con la fusién celular. Se utilizo
a una cepa transgénica que expresa la PLC (proteina de membrana plasmatica) fusionada a la
proteina mCherry (OD70). Los animales se sometieron a choque de calor y se montaron al
microscopio para observar con detalle la estructura de la génada.
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Figura 19. Las células germinales aumentan de tamafio durante el choque de calor. A-B Fotografias de
epifluorescencia representativas de nematodos adultos de un dia de la cepa OD70 (PLC::mCherry) sometidos a
condiciones control (A) y de choque de calor (B). Se observa la membrana plasmatica de las células germinales,
el raquis estd delimitado con lineas punteadas azules y en verde se marcan dos células germinales (superior e
inferior) de acuerdo con su orientacion en la imagen; también se marcan los ovocitos -1 (mas cercano a la
espermateca), -2 y -3. La punta de flecha morada sefiala células germinales que se encuentran desorganizadas
una sobre otra. A partir de las fotografias, se realizaron las mediciones del didmetro del raquis (C) y tamafio de
las células germinales (D), para lo cual se midieron de manera individua 10 células superiores y 10 inferiores de
cada goénada, todas las mediciones se realizaron entre la zona de transicion y la regién de paquiteno. Con base
en las mediciones se determind el area de las células (E). Para la condicidn control se analizaron 17 nematodos
y para choque de calor 19 nematodos. Promedio de tres experimentos independientes, en donde se realizo
ANOVA de dos vias, las graficas presentan desviacion estandar. p<0.0001

39



Después del choque de calor observamos que el raquis de la gédnada se redujo en promedio un
50% (Figura 19A, B y C). También observamos que el area de las células germinales se incrementé
(Figura 19A, By D). Debido a que el ancho de la génada no cambia (datos no mostrados) pensamos
gue, durante el choque de calor, las células germinales se expanden a lo largo ya que el ancho no
cambia (Figura 19E). Se observaron muy pocas células que son mas anchas y un ejemplo de ellas se
muestra en el Anexo 4. Otro efecto del choque de calor es la presencia de células germinales que se
desorganizan y se ven apiladas unas sobre otras (Figura 19B, cabeza de flecha color rosa). De
acuerdo con reportes previos esta estructura puede favorecer la fusidn celular (Raiders et al., 2018).
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Figura 20. El silenciamiento de gla-3 afecta la estructura de las células germinales. Fotografias representativas
de la estructura de la génada de animales control (pldasmido vacio) y gla-3 (RNAI). Se observa la membrana
plasmatica de los animales transgénicos (PLC::mCherry). Para hacer RNAi los animales fueron colocados desde
el estadio L1 en RNA de doble cadena para gla-3 (B) o en plasmido vacio (PV) (A) en condiciones normales de
crecimiento. Las puntas de flecha sefialan células germinales que se encuentran apiladas una sobre otra. La
cuantificacion del tamafio de las células se realizé en 15 nematodos para la condiciéon de PV y 14 para gla-3
(RNAI). El panel C muestra la gréfica del promedio del didmetro del raquis en ambas condiciones y los paneles
Dy E muestran el areay el tamafio promedio de las células germinales de cada condicion. Se midieron 10 células
superioresy 10 inferiores de cada condicidn en la regidén que comprende de la zona de transicion a la regién de
paquiteno tardio (previo al asa). Promedio de tres experimentos independientes, en donde se realiz6 ANOVA
de dos vias, las graficas presentan desviacion estandar. p<0.0001
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Como ya se mostrd previamente, los nematodos con silenciamiento de gla-3 presentan un
incremento en el numero de células germinales binucleadas por lo que decidimos estudiar la
estructura de la génada en estas condiciones. Los animales gla-3(RNAi) no presentaron cambios
evidentes en la estructura de la génada (Figura 20A-B), pero lo que si observamos es que estos
nematodos presentan un mayor nimero de células apiladas unas sobre otras (Figura 20B) lo que
podria favorecer la fusion celular. El analisis del tamafio del diametro del raquis no mostré
diferencias estadisticas significativas entre la condicién de plasmido vacio y silenciamiento de gla-3
(Figura 20C).

La comparacién del area de las células germinales (Figura 20D) en estas dos condiciones determiné
que el drea de las células superiores es mayor en promedio 2.90 um? en animales gla-3(RNAI) (P <
0.05), lo cual coindice con que las células superiores son un poco mas alargadas (0.35 um) en esta
condicién (Figura 20E). No observamos otras diferencias en el largo o el ancho de las células
inferiores (Figura 20E).

MPK-1/ERK puede participar en la formacién de células binucleadas

Se ha propuesto que la Map cinasa MPK-1/Erk puede participar en la formacion de células
binucleadas, ya que éstas se forman en regiones de la génada en donde se activa esta via (Raiders
etal., 2018). Ademas, en levaduras la activacion de la via de Map cinasas se requiere para promover
la polarizacién durante la fusién celular (Aguilar et al., 2010). Aunado a esto MPK-1 se une a GLA-
3/TTP (Kritikou et al., 2006). Para probar esta hipdtesis se silencié el gen de mpk-1 en nematodos
silvestres y mutantes de gla-3.

Se ha reportado que las mutantes de mpk-1 no desarrollan la génada (Lackner & Kim, 1998) y al
silenciar este gen desde el estadio L1 se observaron defectos en su formacion (Anexo 3), por lo que
serealizé el RNAI a partir del estadio L4, cuando la génada estd practicamente formada. Las génadas
de los animales PV y mpk-1 (RNAi) fueron disecadas y tefiidas con DAPI para observar su morfologia.
En la Figura 21 se observan fotografias de génadas de nematodos silvestres en diferentes planos.
En un plano superior se observan los nucleos de las células germinales y en un plano medio se
observa el raquis de la génada. En la cepa control o plasmido vacio se observan nucleos y el canal
del raquis normal (Figura 19A, A’) sin embargo, las génadas de los animales mpk-1 (RNAI) presentan
zonas en donde no hay nucleos (flechas) aunque aparentemente el raquis no se ve afectado (Figura
21ByB’).

Debido a que la estructura de la génada cambio nos fue dificil distinguir a las células binucleadas.
Sin embargo, ya que el silenciamiento de mpk-1 afecté la estructura de las células germinales
todavia cabe la posibilidad de que se requiera de la activacién de MPK-1 para formar células
binucleadas.
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Figura 21. El silenciamiento de mpk-1 afecta la estructura de la génada. Se disecaron génadas de animales
adultos de un dia control (pldsmido vacio) (A-B) y mpk-1(RNAI) 3 (B, D) y se tifieron con DAPI para observar la
morfologia nuclear. Las imagenes estan orientadas de tal manera que la punta distal se encuentra en la esquina
superior izquierda y las gonadas se observa de la zona de transicion a la regién del paquiteno (previo al asa).
Las flechas sefialan sitios carentes de nucleos.

DISCUSION

En este trabajo observamos que, durante la ovogénesis algunas células germinales se fusionan
como se habia reportado por Raiders et al. (2018). En ese trabajo, demostraron que la mayoria de
las células germinales que se fusionan son eliminadas por apoptosis. Nosotros encontramos que
diferentes condiciones de estrés ejercidas durante la ovogénesis tales como choque de calor, ayuno
y estrés oxidante promueven la formacién de células binucleadas. De hecho, observamos que la
fusién celular continda tiempo después de haber acabado el estrés. Previamente en el laboratorio
se habia reportado que estas mismas condiciones inducen apoptosis de células germinales (Salinas
et al., 2006).

Por otro lado, identificamos que las cepas mutantes en gla-3 presentan un mayor nimero de
células germinales binucleadas y esto correlaciona con estudios previos en donde se ha observado
gue estas mutantes presentan una apoptosis incrementada (Kritikou et al., 2006), por lo que parece
haber una fuerte correlacion entre la formacién de células binucleadas y la apoptosis.
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La via de las MAP cinasas tipo ERK participa en eventos de fusion celular y apoptosis

Hasta ahora no queda muy claro cual es la relacion entre la fusion celular y la apoptosis, aunque
es probable que este mecanismo permite eliminar dos células potencialmente dafiadas. Esta
correlacidn no solo ha sido observada en células germinales de C. elegans, también en modelos in
vitro de células de mamifero. Un ejemplo es lo que ocurre en las células cancerigenas A549 que
expresan un fragmento de la proteina FAST, las cuales presentan pérdida de la actividad metabdlica
y de la integridad de membrana lo cual promueve que se presenten niveles elevados de fusidn
celular y apoptosis (Wong et al., 2016). Otros casos en donde se ha identificado una relacién entre
la fusidn celular y la apoptosis en fibroblastos (Lu et al., 2016; Yuan et al., 2008), mioblastos (Jeong
& Conboy, 2011), estroma (Noubissi et al., 2015), lineas celulares de cancer de préstata (Fukuta et
al., 2008), coriocarcinoma (M. Liu et al., 2016) y citotrofoblasto (Langbein et al., 2008), sin embargo
en ninguno de los reportes se ha identificado cémo es que la fusion activa la apoptosis.

En la mutante de gla-3 se encontré que el incremento en la apoptosis puede deberse al
incremento en la via de MPK-1 ya que GLA-3 parece ser un regulador negativo de esta cinasa (Perrin
et al.,, 2013). MPK-1 regula multiples procesos en las células germinales como la proliferacion
celular, progresién de las células germinales en la regidon de paquiteno, crecimiento y maduracion
de los ovocitos, asi como la celularizacion de las células germinales y gametos (Arur et al., 2009;
Robinson-Thiewes et al., 2020). Ademds, MPK-1 se requiere para mantener la integridad de la
membrana plasmatica (Arur et al., 2011) ya que el silenciamiento o la mutacidn del gen genera que
las células germinales sean de menor tamaiio y que los ovocitos sean multinucleados (Arur et al.,
2011; Greenetal., 2011). En particular, en el nematodo se requiere que las células germinales salgan
del paquiteno para poder ser susceptibles a apoptosis y MPK-1 promueve este paso de la meiosis
(Gumienny et al., 1999). En otro trabajo se observé que la forma fosforilada (activa) de MPK-1
promueve la apoptosis durante el dafio a DNA (Rutkowski et al., 2011).

En otros modelos experimentales, también se ha identificado que se requiere de la via de MAPK
ERK para mantener la integridad celular, por ejemplo, en levaduras se requiere de Mpk1 para la
biogénesis de la pared celular (Levin, 2011). En mamiferos se ha identificado la participacién de ERK
para mantener la integridad celular (Kim & Breton, 2016) y la induccion de la apoptosis (Cagnol &
Chambard, 2010), asi mismo, se ha identificado que durante infecciones virales se requiere de la
activacion de ERK para que la membrana del virus se fusione con su célula huésped (Sharma et al.,
2010). También esta via promueve la fusién celular de mioblastos (Sunadome et al., 2011). Todos
estos datos sugieren que la via de ERK podria participar en la fusion de células germinales en C.
elegans.

Trabajos previos identificaron que las mutantes en gla-3 presentan una extensidn en la meiosis
(Kritikou et al., 2006) lo cual también fue observado en este trabajo, actualmente no se conoce que
proceso de la meiosis se encuentra afectado, pero reportes recientes han identificado que MPK-1
puede fosforilar compontes necesarios para ensamblar el complejo sinaptonémico y de esta manera
regular la extensién de la meiosis (Das et al., 2020), por lo cual es posible que este proceso se
encuentre afectado en las mutantes en gla-3.
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GLA-3/TTP y su posible papel en la fusiéon celular

GLA-3/TTP tiene dominios tipo de dedos de zinc que le podrian permitir interactuar y regular
diferentes mRNAs (Kritikou et al., 2006), por lo que es probable que la expresion de diversos genes
se encuentre alterada en las cepas mutantes en esta proteina. Algunos de los mRNAs que se han
comprobado que son regulados por TTP en mamiferos cuya funcion se relaciona con el
mantenimiento de la estructura y/o forma celular son kel-1/KIhl2 (proteina de unién a actina), elp-
1/Eml4 (formacién de microtubulos), wip-1/Wipf2 (organizador del citoesqueleto de actina), lin-
7/Lin7c (polaridad celular) y tat-2/Atat1 (crecimiento de microtibulos) (Stoecklin et al., 2008). Por
lo cual seria interesante estudiar si alguno de los homélogos de estos genes en C. elegans se
encuentre afectado en la mutante de gla-3 y que por lo tanto favorezca la formacidn de células
binucleadas.

Otro gen que es regulado por TTP en mamiferos es plk-1/PLK1 (Polo like cinasa) y se ha visto en C.
elegans que las mutantes en este gen presentan ovocitos y blastémeros con mas de un nucleo
(Chase et al., 2000). obr-3/0sbpl8 también es regulado por TTP en mamiferos y codifica para una
proteina que funciona en el transporte de lipidos, principalmente de fosfatidilserina, del reticulo
endoplasmico hacia la membrana plasmatica (Chung et al., 2015). Como se menciond en la
introduccion, se ha observado que la fosfatidilserina favorece los sitios de contacto durante la fusién
celular (Hochreiter-Hufford et al., 2015; Jeong & Conboy, 2011; Verma et al., 2018), por lo que seria
interesante conocer si esta via se encuentra afectada en las mutantes de gla-3 y esto sea la causa
del incremento en la fusién celular.

Ademds, en el laboratorio hemos identificado que, durante el estrés por choque de calor, ayuno,
estrés oxidante y arresto meidtico prolongado, GLA-3 se asocia a granulos de estrés (datos no
mostrados) y de esta manera participar como regulador post transcripcional mediante la represion
de ciertos mRNAs.

Ovocitos con mas de un nucleo

Las células germinales binucleadas que no son eliminadas por apoptosis llegan a formar ovocitos
con mas de un nucleo (Figura 18). Otros trabajos también han observado la presencia de ovocitos
binucleados en nematodos mutantes de ced-3, al seguir el desarrollo de estos ovocitos se identificd
gue pueden ser fertilizados y llegan a formar embriones triploides (Raiders et al., 2018). Estos
embriones triploides pueden desarrollarse de manera normal y formar nematodos adultos
hermafroditas fértiles, los cuales presentan tres cromosomas X y tres conjuntos de autosomas
(3X;3A), a diferencia de los nematodos silvestres hermafroditas, lo cuales solo presentan dos
cromosomas X y 2 conjuntos de autosomas (2X;2A) (Raiders et al., 2018). Al cruzar nematodos
hermafroditas triploides (3X;3A) con machos silvestres (1X;2A) se observd que el 99.7% de la
progenie es diploide (2X;2A) y el resto (0.3%) es triploide (3X;3A) (Raiders et al., 2018). La presencia
de nematodos triploides también se ha generado al cruzar nematodos 4X;4A con 1X;2A (Madl &
Herman, 1979)
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Los fusdgenos AFF-1y EEF-1 parecen no participar en la fusidn de las células germinales

Se ha propuesto que en la génada del nematodo la formacién de células con dos 0 mas nucleos
es llevada a cabo por fusién celular. El mecanismo de fallo en la citocinesis ha sido descartado,
primero porque las células multinucleadas se observan en una zona de la gédnada donde ya ocurrid
la divisién celular (después de la zona de transicion) y debido a que el silenciamiento de
componentes que participan en la separacién de las células durante la mitosis no tiene un efecto en
la formacion de células binucleadas (Raiders et al., 2018).

Con base en observaciones realizadas en animales mutantes en ced-1, egl-1 y pch-2 se han
propuesto diferentes modelos que explican cdmo es que las células germinales se fusionan. Uno de
ellos propone que la membrana plasmatica que separa a las células germinales sufre un doblez, lo
cual permite que esta membrana pueda ingresar (Figura 22 2a) y que de esta manera se pierda la
division que separa a las células germinales (Raiders et al., 2018). Esta ingresién de la membrana
puede estar acompafada por la pérdida de proteinas cuya funcién es la de mantener estables los
puentes del raquis. Este modelo estd apoyado por evidencia que indica que la mutaciéon de
componentes del raquis como proteinas de matriz extracelular y/o reguladores de actinomiosina
genera células germinales binucleadas (Amini et al., 2014; Lan et al., 2019). Sin embargo, en ninguno
de estos trabajos se demostré que las células se forman por fusién celular.

Actualmente, solo se han descrito dos proteinas que participan en la fusién de células epiteliales
en C. elegans AFF-1y EEF-1 (Podbilewicz & White, 1994). Sin embargo, se demostré que mutantes
en AFF-1 o EEF-1 o el silenciamiento de sus genes no afectan la fusion de células germinales en
condiciones silvestres o en mutantes de ced-1/p53, egl-1/BH3 y pch-2/TRIP13 (Raiders et al., 2018).
Hasta ahora no se ha comprobado si aff-1 o eff-1 se expresan en la linea germinal. De manera
indirecta se observd que un represor de AFF-1y EFF-1, BAF-1 se expresa en la linea germinal y su
mutacién genera defectos en la génada tales como la reduccion del nimero de células germinales
provocando defectos en la fertilidad (Margalit et al., 2007) lo que podria sugerir la presencia de
estos fuségenos en la linea germinal.

Analisis de transcriptémica en C. elegans no han identificado la expresion de aff-1 y eff-1 en la
gonada (Ebbing et al., 2018) y por esta razén no tienen un efecto directo en la fusidn de las células
germinales, pero seria interesante determinar si condiciones de estrés como las que usamos en este
trabajo son capaces de inducir la expresidn de estos fuségenos y por lo tanto su participacién en la
formacién de células binucleadas. También es posible que la falta de gla-3/TTP provoque la
expresion atipica de estos fusdgenos en la génada promueva la aparicién de células binucleadas en
este contexto.

Cambios en la estructura del raquis se relacionan con la formacion de células binucleadas.

Otro modelo explica la formacion de las células germinales binucleadas por medio de cambios
asociados a la estructura del raquis de la génada (Figura 22 2b). En condiciones de crecimiento
normal, la génada presenta una estructura tubular, en donde las células germinales estan dispuestas
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alrededor del canal central del raquis (Figura 2). Sin embargo, como habiamos mencionado antes
algunas células germinales pueden formarse una encima de la otra (Figura 22 2b), y se ha visto que
esto de alguna manera permitiria que las células se fusionen (Raiders et al., 2018). Este tipo de
estructura la observamos cuando se silencid a gla-3 (Figura 20B) y también se observé que se forma
en condiciones de estrés (Figura 19B).

En este trabajo se observd que el estrés induce una reduccidn en la estructura del raquis, y un
alargamiento de las células germinales. Estos cambios podrian estar relacionados en cierta manera
con la fusion celular, sin embargo, adn no quedan claro los mecanismos que regulan estos cambios.
Una posibilidad, es que el choque de calor provoque un reacomodo de las células y esto genera que
las células se apilen y que se fusionen. En el caso de mioblastos se ha identificado que las proteinas
de choque térmico pueden regular la forma y polaridad de la célula (Shimizu et al., 2016).

Una proteina que regula la estabilidad del raquis y de los puentes del raquis es CYK-4. Esta proteina
se expresa alrededor de los puentes del raquis (Lee et al., 2018) y su silenciamiento o mutacion
produce defectos, principalmente por la presencia de células germinales multinucleadas y de
ovocitos carentes de membranas plasmaticas. A temperaturas restrictivas las mutantes en cyk-4
pierden la membrana plasmatica, lo cual origina que se formen ovocitos multinucleados (Lee et al.,
2018). Aun se desconoce el mecanismo que provoca la pérdida de las membranas en esta mutante.
Se ha observado que los puentes del raquis aumentan de tamafio tanto en los ovocitos como en las
células germinales en la region del brazo distal en las mutantes en cyk-4 (Lee et al., 2018). Estos
datos nos sugieren que en las mutantes de gla-3 o en condiciones de estrés, los puentes del raquis
aumenten de tamafio y esto promueva la formacién de células germinales binucleadas.

Se ha observado que aproximadamente 557 genes son requeridos para mantener la integridad y
estructura del raquis (Green et al., 2011) ya que su silenciamiento genera diferentes defectos, entre
los que destacan defectos en la proliferacion celular, estructura nuclear anormal, defectos en el
raquis, células multinucleadas entre otros. El silenciamiento de 62 de los genes de este grupo
provoca la formaciéon de células bi o multinucleadas. Algunos de estos genes codifican para
proteinas que mantiene la integridad de la génada, por ejemplo: a/y tubulina, actina, dineina,
laminina, GTP asas, cinasas (AIR-1, KIN-19 y GCK-1), factores transcripcionales, proteinas que
participan en tréfico vesicular, reguladores de apoptosis (DAD-1) y algunas proteinas que no han
sido caracterizadas (18 proteinas) (Green et al., 2011). Seria interesante determinar si la expresion
y/o localizaciéon de estas proteinas se altera en condiciones de estrés. Diversos trabajos han
reportado que durante el choque de calor se puede reprimir la traduccién de ciertos genes (Crombie
et al., 2016; Howard et al., 2016; Melnick et al., 2019) por lo que se podria probar el estado de
traduccion de algunos de estos genes durante el choque de calor u otros tipos de estrés.

Desarrollamos un modelo para explicar la formacién de las células binucleadas, el cual esta basado
en modelos propuestos anteriormente (Raiders et al., 2018), y al cual se le incorporaron
observaciones realizadas por otros grupos de investigacion (Amini et al., 2014; Lan et al., 2019; Lee
et al.,, 2018; Priti et al.,, 2018) como nuestros resultados. En una condicidn control las células
germinales estan parcialmente rodeadas por la membrana plasmadtica y se encuentran conectadas
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por medio de los puentes del raquis, los cuales son estabilizados por diferentes proteinas (como
HIM-4, ANI-1, etc.) (Figura 22 1). En el citoplasma de estas células se encuentran diferentes
componentes citoplasmaticos, entre ellos los granulos P, mitocondrias, etc. Bajo una condicidn de
estrés como un choque de calor, las células germinales se alargan y los puentes del raquis
incrementan su tamafio por lo que es posible que durante este proceso se pierdan algunos
componentes citoplasmaticos (Figura 22 2a). La apertura de los puentes del raquis podria promover
gue la membrana plasmatica que separa a dos células se pierda (Figura 22 3a). En mutantes en gla-
3 y en menor proporcidn en choque de calor, se ha observado la formacién de células apiladas
(Figura 22 2b), las cuales pueden fusionarse con las células inferiores, formando células binucleadas
(Figura 22 3b) quienes son eliminadas por apoptosis.

Desconocemos los mecanismos que puedan favorecer la formacién de células binucleadas,
aungque es posible que diferentes sefiales puedan promover la fusién de células germinales como la
activacion de fusdgenos, la traslocacion de fosfatidilserina y/o la activacion de la via de MAPK, sin
embargo, se requieren de estudios posteriores para corroborar esto.

CONCLUSIONES

v' Los animales mutantes en gla-3 presentan un mayor nimero de células binucleadas con
respecto a la silvestre y esto correlaciona con una mayor apoptosis que habia sido
previamente observada. La mutante en este gen presenta una meiosis mas lenta que la
silvestre por lo que después de un estrés se tarda en formar células binucleadas.

v El estrés por choque de calor, ayuno y estrés oxidante promueven la fusién celular en la
cepa silvestre. El estrés provoca un cambio en la estructura de la membrana el cual consiste
en que el raquis de la génada disminuye mientras que las células germinales aumentan de
tamafio. Durante el estrés se observd que algunas células germinales se apilan unas sobre
otras y se piensa que esto favorece la fusién celular.

v" La mayoria de las células binucleadas son eliminadas por apoptosis, pero algunas pueden
permanecer en la cepa silvestre y formar ovocitos. En algunas mutantes que no pueden
inducir apoptosis en respuesta al estrés, como tiar-1, es mas frecuente encontrar ovocitos
multinucleados.

v" El silenciamiento de mpk-1 genera defectos en la estructura de la génada por lo que este
gen podria estar regulando algunos aspectos de este proceso.
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PERSPECTIVAS

Corroborar que las células binucleadas se forman por fusion celular.

Identificar qué fusdgenos participan en la fusidn de las células germinales en condiciones
normales y durante el estrés.

Estudiar la participacién de la fosfatidilserina en la fusién celular.

Identificar genes que afectan la formacion de células binucleadas para entender mejor
cémo se da este proceso.

Identificar qué genes estan afectados en mutantes en gla-3 para conocer los mecanismos
gue promueven la formacidn de células binucleadas en esta mutante.

Identificar genes afectados en mutantes en gla-3 para conocer los mecanismos que regulan
la formacion de células binucleadas en esta mutante.
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Estrés: Mutantes con perdida de funcién de
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Figura 22. Modelo propuesto para la formacidn de las células germinales binucleadas. Esquema que representa
los modelos por los cuales se forman las células binucleadas, dichos modelos fueron adaptados de reportes
previos (Amini et al., 2014; Lan et al., 2019; Lee et al., 2018; Priti et al., 2018; Raiders et al., 2018) y de los
resultados obtenidos en este trabajol. En condiciones fisiolégicas normales, las células germinales estan
organizadas una al lado de la otra y el citoplasma esta conectado mediante canales conocidos como puentes
del raquis. 2a. Bajo una condicién de estrés o en ciertas condiciones genéticas (como en la mutante gla-3), los
puentes del raquis aumentan su tamafio, lo cual permite que los componentes citoplasmaticos (como granulos
P y mitocondrias) puedan ser expulsados. 3a. La apertura de los puentes del raquis permite que se pierda la
membrana plasmatica que separa dos células germinales y que se formen células binucleadas. 4. Las células
binucleadas reducen su tamafio y finalmente son eliminadas por apoptosis (5). Otro cambio que ocurre durante
el estrés o en mutantes, es que se forman células apiladas (2b), las cuales pueden fusionarse para formar células
binucleadas (3b) y son eliminadas por apoptosis (5).
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ANEXO
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Anexo 1. Esquema de los alelos mutantes en gla-3. El gen de gla-3 esta conformado por diez exones (verde),
los cuales se encuentran separados por intrones (gris). Por splicing alternativo, este gen puede generar tres
isoformas (TO21E1.3a, TO21E1.3by TO21E1.3c). En naranja se encuentran los dominios de union a RNA (dedos
de zinc). Las mutaciones de los tres alelos se encuentran en morado, las cuales generan codones de paro
prematuro o el desplazamiento del marco de lectura.
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Anexo 2. Corroboracién del silenciamiento de gla-3. Fotografias de campo claro y de fluorescencia de la génada
de nematodos GFP::GLA-3, los cuales fueron alimentados con sdDNA con plasmido vacio y de gla-3. En el
plasmido vacio se observa la expresion de GFP desde la region de la punta distal hasta antes del asa en todos
los organismos analizados, mientras que el silenciamiento abate la expresién de GFP::GLA-3 en el 70% de los
animales. La grafica representa la cuantificacién de las células binucleadas de génadas disecadas y tefiidas con
DAPI en donde se observa que en el silenciamiento de gla-3 aumentan las células binucleadas, pero no tanto
como en la mutante (0p216).

50



Gonada con morfologia Gonada con morfologia
normal, sin ovocitos alterada, sin ovocitos

Gonada normal

L A833%

Anexo 3. El silenciamiento de mpk-1 afecta la morfologia de la gdnada. Imagenes de contraste de interferencia
diferencial de nematodos silvestres colocados en presencia de dsRNA de mpk-1 desde el estadio L1. El 40% de
las gdnadas se desarrolla de manera normal y pueden formar embriones, mientras que el 34% presenta una
morfologia aparentemente normal, pero es incapaz de desarrollar ovocitos y embriones. El resto de los
nematodos (21.15%) desarrolla génadas aberrantes (més pequefias, incompletas o no adoptan la morfologia
de U) y son incapaces de formar ovocitos.

Membrana plasmatica GLA-3 Traslape

Control

- --

Anexo 4. El choque de calor afecta el tamafio de las células germinales. Fotografias de fluorescencia de la cruza
PLC::mCherry; GFP::GLA-3. En la primera fila se observa la membrana plasmatica en condicion control y de
choque de calor; en la condicion de choque de calor se observa una célula germinal que presenta mayor tamafio
(marcado con la punta de flecha), lo cual podria indicar que es una célula binucleada. La segunda fila son
imagenes con filtro verde de fluorescencia en el que se observa la expresién de GLA-3, en condicién control su
expresion se observa desde la punta distal hasta la region del paquiteno y dicha expresion se observa tanto en
las células germinales como en el raquis. En choque de calor GLA-3 forma granulos de estrés principalmente
en la region del raquis. La ultima fila es el traslape de las fotografias, en donde se aprecia que la célula germinal
de mayor tamafio presenta poca expresion de GLA-3.
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