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ABREVIATURAS

AAK-2: AMP-activated protein kinasa- 2
AKT/PKB: Protein kinase B

AMPK: AMP-activated protein kinase
AOD: Atrofia éptica dominante

CREB: cAMP Response Element-Binding
dsRNA: Double-stranded RNA

FOXA: Forkhead box protein

FOXO: forkhead box transcription factors
FuDR: 5-Fluoro-2’ deoxyuridine
GTPasas: Guanosine triphosphatase
IGF: Insulin-like growth factor

INSR: Insuline Receptor

IP3R: IP3 Receptor

IPTG: Isopronil—B-D-1- tiogalactopirandsido

iRNA: ARN de interferencia

ISS: Insulin/IGF-1 signaling

ITR-1: Inositol 1,4,5-triphosphate receptor
lenRNA: Long noncoding RNAs

LGIC: Ligand-gated ion channel

MME: Membrana mitocondrial externa
MMI: Membrana mitocondrial interna

mtDNA: DNA mitocondrial

NGM: Nematode growth medium

NRF-2: Nuclear factor erythroid 2-related factor 2
OP50: Escherichia coli OP50

OPA-1: Optic atrophy type 1

PGC-1a: Pparg coactivator 1 alpha

PHA-4: Pharyngeal development protein 4
PI3K: Phosphoinositol 3- kinasa

PLC: Phospolipase C

PMCA: Plasma membrane Calcium ATPase
RC: Restriccion cal6rica

RE: Reticulo endoplasmico

RyR: Receptor de rianodina

ROS: Reactive oxygen species

SERCA: SarcoEndoplasmic Reticulum Calcium ATPase
SIRT-1: Sirtuin 1 protein

SKN-1: Factor de transcripcion skinhead-1
TRP: Transient receptor potential channels
UPR: Unfolded protein response

UTX-1: Histone Demethylase

Vmax: Velocidad maxima

Vmed: Velocidad media

VOCC: Voltage-operated calcium channels



RESUMEN/ ABSTRACT

Individualmente, la disfuncién tanto del reticulo endoplasmico (RE) como de la mitocondria, se ha
relacionado con el envejecimiento, pero no esta claro como la comunicacion entre estos dos
organulos podria promover la longevidad. Los sistemas de sefializacion de Ca?' en RE y
mitocondria estan altamente integrados y la regulacion de los procesos de captacion y liberacion
de Ca?" del reticulo pueden jugar un papel relevante en la plasticidad de la longevidad, siendo el
receptor de IP3 localizado en la membrana del RE, el lugar dénde las mitocondrias captan Ca?*
procedente del RE de manera mas eficiente. Ademas, se ha descrito que los puntos de contacto
entre RE y mitocondria estan regulados por componentes de vias de sefializacién por nutrientes
moduladas por restriccion calérica, como mTOR y AMPK. El objetivo del presente trabajo fue
comprobar el papel de la liberacion de calcio del RE mediada por el receptor de IP3 sobre el
aumento de la longevidad inducido por restriccion calérica. Para ello, se emplearon los mutantes
eat-3 de Caenorhabditis elegans como modelo de restriccién calérica y en ellos, se procedié al
silenciamiento del gen itr-1 que codifica para el receptor de IP3 con la finalidad de determinar como
interviene dicho receptor en la longevidad inducida por restriccion calérica. Los resultados
mostraron el incremento de la longevidad inducido por restriccion calérica en mutantes eat-3, no
requiere la actividad del receptor de IP3/itr-1.

Palabras clave: envejecimiento, longevidad, Caenorhabditis elegans, eat-3, receptor de IP3, itr-1



INTRODUCCION

RESTRICCION CALORICA (RC) Y ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento es un proceso biolégico caracterizado por un deterioro progresivo y generalizado
de las funciones del organismo junto con una menor capacidad de adaptacién al cambio y un
mayor riesgo de morbimortalidad (De la Fuente & Miquel, 2009). Durante el envejecimiento hay
una pérdida del mantenimiento de la homeostasis a nivel molecular y subcelular (Anton &
Leeuwenburgh, 2013). Las investigaciones sobre la biologia del envejecimiento han
experimentado un enorme avance en los ultimos afios con la finalidad de conocer los mecanismos
subyacentes a dicho proceso y poder desarrollar estrategias terapéuticas que promuevan un
envejecimiento saludable (Kritsilis et al., 2018).

La restriccion calérica (RC) o limitacion de la ingesta energética procedente de la dieta sin
desnutricién, fue la primera intervencién capaz de aumentar la longevidad en mamiferos. Esta
evidencia sugeria que el proceso de envejecimiento era plastico o modulable (McCay et al., 1935).
Hoy en dia existen diversas intervenciones capaces de retrasar el ritmo de envejecimiento en
modelos preclinicos (Ros & Carrascosa., 2020). La restriccidon cal6rica es, sin embargo, la Unica
intervencién ni genética ni farmacol6gica conocida para aumentar sustancialmente la longevidad
saludable, retrasando la aparicion de multiples patologias relacionadas con la edad en organismos
modelo de laboratorio, desde las levaduras hasta los roedores (Anton & Leewenburgh, 2013).

El estudio de estos mecanismos celulares que median la longevidad inducida por restriccion
calérica en diferentes organismos ha avanzado considerablemente en los dltimos afios. Los
mecanismos de deteccidn de nutrientes parecen jugar un papel esencial, siendo alguno de los mas
relevantes: 1)Via de sefalizacion de la insulina/IGF-1, 2)La sefalizacion mediada por la quinasa
activada por AMP (AMPK) y 3) La sefalizacion mediada por la kinasa mTOR. Es importante
mencionar que a pesar de que estas vias estén parcialmente conservadas a lo largo de la
evolucion, los mecanismos comprometidos son parcialmente diferentes ante diversas
intervenciones de RC (por ejemplo, la restriccion calérica intermitente) y en diferentes organismos
(Zhang et al., 2020).

+ Mecanismos de deteccién de nutrientes y restriccién caldrica en C. elegans (Figural)

Los mecanismos moleculares responsables de la extensién de la vida media en respuesta a la
disponibilidad de nutrientes, se descubrieron por primera vez en el nematodo C.elegans y
condujeron inicialmente al descubrimiento del papel de la via de sefalizacién similar a insulina
(IGF) en el envejecimiento (Panowski et al., 2009). Estudios posteriores han identificado multiples
genes que aumentan la longevidad en C.elegans cuando mutan (Zhang et al.2020). Hasta el
momento se han identificado mas de 50 genes que controlan dicha senescencia, y existen muchos
homologos de estos en otros organismos (Pearson et al., 2008). A continuacion, se describen tres
mecanismos de sensibilidad a nutrientes que juegan un papel esencial como reguladores de la
longevidad en C.elegans y que estan altamente conservados a lo largo de la evolucién.

1. Viade seializacion de insulina/IGF-1 (1IS)

Se trata de una de las vias de longevidad mas estudiadas (Clancy et al., 2002; Iser & Wolkow.,
2007) y consta de cinco componentes clave codificados por los genes: daf-2, age-1, PDK-1,
AKT1/2 y daf-16.



Mientras que daf-2 codifica para un homoélogo del receptor de la insulina de mamiferos (INRS)
(Murphy & Hu., 2013), age-1 codifica un homdlogo de la subunidad catalitica p1110 de la PI3K
(Wacott & Ronan., 2016) y daf-16 codifica para un factor de transcripcién homadlogo a FOXO en
humanos (Murphy & Hu., 2013). Por otro lado, en esta via de sefalizacién también interviene PDK-
1y AKT-1/2, proteinas quinasas de serina/treonina.

En ausencia de nutrientes disminuye la concentracion de péptidos similares a la insulina (ILP). En
estas condiciones, el receptor natural de estos péptidos en C.elegans, DAF-2, disminuye su
actividad. Esta reduccion resulta en la inactivacion secuencial de AGE-1, PDK-1 y AKT1/2. El
sustrato principal de AKT1/2 en esta via de sefializacion, el factor de transcripcion DAF-16,
permanece por tanto esencialmente defosforilado lo que le permite translocarse al nicleo
activando genes diana que intervienen en el metabolismo energético y en los mecanismos de
proteccion al estrés. DAF-16 también promueve la expresién del factor de transcripcion SKN-1
(homdblogo de NRF-2 en humanos) que incrementa la expresion de colageno y otras proteinas de
la matriz extracelular, desencadenando una respuesta al estrés y a la presencia de proteinas mal
plegadas (UPR).

2. Seializacién mediada por la quinasa dependiente de AMP (AMPK)

La proteina AMPK (Quinasa dependiente de AMP) es un sensor crucial del estado energético y
nutricional del organismo. La activacion de AMPK ante situaciones de estrés energético derivadas
de la restriccion calérica juega un papel fundamental en el incremento de la longevidad inducido
por este tipo de intervenciones. AMPK relaciona por tanto la disponibilidad de nutrientes con la
longevidad, actia como principal regulador de la homeostasis energética celular y es necesaria
para el ajuste metabdlico durante la RC en C.elegans (Fergusson et al., 2015). El gen que codifica
AMPK es aak-2 en C.elegans y la sobreexpresion de AMPK prolonga la vida util en C.elegans
(Butler et al., 2010).

Cuando el cociente AMP/ATP se ve incrementado durante una restricciéon calérica, se activa
AMPK. Entre otros sustratos, AMPK se va a unir y fosforilar a un conjunto de coactivadores
transcripcionales encaminados a restaurar el balance energético celular y la supervivencia del
organismo, incluidos PGC-1alfa, FOXOy SIRT-1 (Gao et al., 2014). DAF-16 también es un sustrato
de AMPK en situaciones de restriccion calérica (Zhao et al., 2017). De hecho, la longevidad
mediada por aak-2 también implica la regulacién a la baja de la via IS y la posterior translocacion
de DAF-16 al nucleo.

3. Seializacion mediada por mTOR

Otro elemento que vincula la adaptacion a cambios en la disponibilidad de nutrientes con la
longevidad es la proteina quinasa de serina/treonina, mMTOR. mTOR es la subunidad catalitica de
dos complejos proteicos diferentes mMTORC1 y mTORC2, cada uno compuesto de diferentes
subunidades proteicas que le confieren la capacidad de fosforilar diferentes sustratos. La mayor
parte de evidencias sugiere que mTORC1 es el complejo mas relevante en la regulacion de la
longevidad (Green et al., 2002). mTORC1 coordina la respuesta a diversos cambios ambientales
como la disponibilidad de aminoacidos, glucosa o colesterol que indican que las condiciones son
favorables para activar el metabolismo anabdlico.

En este sentido, mTOR regula la biosintesis de proteinas, lipidos y nucleétidos a diferentes niveles.
También juega un papel relevante en la coordinacién de los procesos anabdlicos con el
catabolismo celular, por ejemplo, regulando la autofagia (Liu & Sabatini., 2020).



A nivel mitocondrial, mTOR, regula la expresion de genes que codifican proteinas mitocondriales,
mediando la adaptacién del metabolismo energético mitocondrial al estado nutricional y energético
del organismo (Blackwell et al., 2019). También, estudios recientes muestran que mTOR induce
mitofagia, eliminando las mitocondrias defectuosas que se acumulan durante el envejecimiento
(Ryu et al., 2016)

Durante la restriccion caldrica, se suprime la activacion de mTOR. En este sentido, diversos
estudios en C.elegans han demostrado que la inhibicién de la actividad de mTOR prolonga la vida
atil en el gusano, vinculando por tanto la restriccién calérica con el aumento de la longevidad
(Tullet., 2015).
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Figura 1. Principales vias y factores de transcripcion asociados a la longevidad en Chaenorhabditis elegans

LA SENALIZACION DEL CALCIO Y EL ENVEJECIMIENTO EN C.ELEGANS

La facil manipulacién genética de este nematodo, el ciclo corto de vida, la existencia de tejidos
especializados y su transparencia, hacen de este organismo un buen modelo para el analisis
integrado de la sefalizacion del calcio en el contexto del envejecimiento (Baylis & Vazquez-
Manrique, 2011). La secuenciacion del genoma completo en este organismo ha permitido conocer
la maquinaria completa de sefalizacion del calcio en este organismo. Asi como en otros metazoos,
C.elegans tiene una amplia gama de canales de calcio que incluyen canales de calcio operados
por voltaje (VOCC) (Bargmann., 1998), canales controlados por ligando (LGIC) controlados por
neurotransmisores (Bargmann., 1998), canales TRP y canales de Ca?* intracelulares como IP3R
y el receptor de rianodina (Sakube et al., 1993). Ademas, en C.elegans estan presentes homaologos
de stim-1 y orai-1 necesarios para almacenar y controlar la entrada de calcio (Lorin-Nebel et al.,
2007) y ortélogos de las bombas de Caz* como la SERCA y PMCA (Kraev et al., 1999; Cho et al.,
2000).

El reticulo endoplasmico (RE) es el sistema de organulos con membrana mas extenso de las
células y alberga una gran variedad de funciones criticas, como el procesamiento y trafico de
proteinas o el mantenimiento de la homeostasis de calcio intracelular (Schwarz et al., 2016).



De forma similar a las células de mamiferos, en C. elegans SERCA/sca-1 es la ATPasa encargada
de mantener elevadas concentraciones de Ca?* en el lumen del organulo, mediante el bombeo de
Ca?* desde el citosol al lumen, mientras que RyR/unc-68 e IP3R/itr-1 participan en la liberaciéon de
ese Ca?" en respuesta a estimulos. Evidencias recientes sugieren de manera directa e indirecta
gue la regulaciéon de los procesos de captacion y liberacion de calcio del reticulo pueden jugar un
papel relevante en la plasticidad de la longevidad en este nematodo (Garcia-Casas et al., 2018;
Burkewitz et al. 2020; Garcia Casas et al., 2021; Romero-Sanz et al., 2023).

Por otro lado, las mitocondrias cumplen un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis
energética celular. Conforme avanza la edad cronolégica, disminuye la flexibilidad metabdlica y la
eficiencia energética mitocondrial, lo que contribuye al deterioro celular y perdida de homeostasis
caracteristica del envejecimiento (Barja et al., 2005). Ademas, las mitocondrias juegan un papel
esencial en el mantenimiento de la homeostasis celular del Ca?*, funcionando como tampones
transitorios de calcio. Ademas, el Ca?* mitocondrial regula la activacién energética mitocondrial y
la liberacién de factores pro-apoptéticos (Hajndczky et al.,2006).

De forma similar a las células de mamiferos, en C. elegans el uniportador de Ca?* mitocondrial
promueve la entrada de Ca?* al organulo, mientras que el intercambiador Na*/Ca?*, del que existen
10 isoformas, cataliza la liberacién. Evidencias recientes sugieren que la alteracion de estos dos
mecanismos promueve longevidad en C. elegans, aunque los mecanismos subyacentes han sido
solo pobremente estudiados (Garcia-Casas et al., 2019; Burkewitz et al., 2020; Garcia- Casas et
al., 2021; Jackson et al.,2022)

Los sistemas de sefializacion de Ca?" en reticulo endoplasmico y mitocondria estan altamente
integrados. La evidencia actual sugiere que la captacion de Ca?* de forma eficiente por parte de
las mitocondrias solo tiene lugar en la cercania de los receptores de IP3 de la membrana del
reticulo (Hajn6czky et al.,2006). Ademas, un nimero considerable de evidencias soportan la idea
de que los puntos de contacto entre mitocondria y reticulo estan regulados por componentes de
las vias de sefalizacion de nutrientes como las moduladas por restriccion calérica (Ureshino et al.,
2014). Dado que tanto la modulacién de la maquinaria de sefalizacion de Ca?* del reticulo
endoplasmico (RE) como la de las mitocondrias se ha relacionado de forma individual con los
mecanismos que promueven longevidad es posible especular con la idea de que la comunicacion
entre estos dos organulos actia para promover o modular la longevidad a nivel de la transmision
de la sefial de calcio.

+ Receptor de IP3 (IP3R) en C. elegans 'T.
El receptor de IP; es de uno de los principales canales i."': PLC °D:G°
de liberacion de calcio intracelular que se localiza en el l
reticulo endoplasmico. C.elegans, tiene un solo gen que nJ . ®
codifica para dicho receptor llamado itr-1. Este gen, tiene \: = @Q
una gran variedad de regiones de splicing asi como una W]
regiobn promotora compleja (Gower et al.,, 2001). La Re e e ®
proteina IP3R, ITR-1 tiene aproximadamente un 40% de ® o

identidad con la de los mamiferos (Baylis et al., 1999) y

posee la misma estructura general que otros IP3R, Figura2. Cascada de sefializacion de IP3R
también tiene una gran variedad de residuos

conservados con funciones conocidas, asi como la unién de ligandos o la actividad del canal
(Baylis et al., 1999). Ademas, C.elegans tiene cinco genes PLC y un homélogo a la proteina similar
a PLC cataliticamente inactiva (PLL-1) (Gower et al., 2005) (Figura 2).



LOS MUTANTES EAT COMO MODELO DE RESTRICCION CALORICA

Los mutantes eat de C.elegans presentan defectos en la funcién faringea. Estas mutaciones
afectan a la fuerza o a la secuencia de contracciones y relajaciones de los diversos musculos del
pharynx y esto los lleva a una disminucién en la ingesta de alimentos (Avery., 1993). Ademas, se
ha demostrado que la ingesta de alimentos esta linealmente relacionada con la tasa de bombeo,
de manera que la duracién de la vida de los gusanos se correlaciona con la gravedad del defecto
en la alimentacién (Lakowski & Hekimi, 1998). Dichos defectos a la hora de ingerir los alimentos
simulan un modelo de restriccion calérica (RC) en este nematodo, que se puede emplear para
estudiar el aumento de la esperanza de vida como consecuencia de la reduccion de la ingesta
caldrica.

+ Eat-3 homélogo de opa-1 en C.elegans

Las mitocondrias no solamente existen como organulos aislados, sino también como redes
altamente interconectadas, cambiando constantemente entre dos estados a través de un equilibrio
entre fuerzas opuestas de fusion y fision (Saotome et al., 2014) (Figura 3). Esta capacidad de
transicion entre estos dos estados es esencial para el funcionamiento mitocondrial y regula: 1) El
mantenimiento de una bioenergética celular éptima, 2) La dinamica del calcio intracelular y 3) Las
respuestas al estrés celular (Byrne et al., 2019).
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Figura 3. Dinamica mitocondrial. Fusion impulsada por OPA1 y mitofusinas y fision impulsada por DRP1, Mff y Fis 1.
(Saotome et al., 2014)

La fusién mitocondrial requiere dos eventos de fusion de membranas, la fusiéon de la membrana
mitocondrial externa (MME) y la fusién de la membrana mitocondrial interna (MMI). Estos dos
eventos estan coordinados y ocurren simultaneamente. En el proceso de fusién intervienen tres
proteinas GTPasas en mamiferos con homologos conocidos en C.elegans: 1) Mitofusina 1/FZO-
1, 2) Mitofusina 2/FZO-1y 3) OPA1/EAT-3 (Wai & Langer., 2016). Durante la fusién mitocondrial,
la proteina localizada en la MMI, atrofia 6ptica 1 (OPA-1) interactua con las proteinas localizadas
en la MME (Mfnl y Mfn2) para formar complejos proteicos intermembrana que acoplan la fusion
de las membranas externas con las internas. Entre otras posibles funciones, la fusién mitocondrial
permite a las mitocondrias dafiadas mitigar el estrés mezclando sus contenidos como una forma
de complementacién funcional, diluyendo las mutaciones acumuladas en el ADN mitocondrial y las
proteinas oxidadas (Ono et al., 2001).



Por otro lado, la fision mitocondrial esta mediada por la proteina GTPasa DRP1. La activacion de
DRP1 por diversas sefales intracelulares promueve su reclutamiento desde el citosol en la MME
con la ayuda de los factores de fisibn mitocondrial (Mffs y Fis1). La formaciéon de complejos en la
MME permite la formacién de una espiral alrededor de las mitocondrias que se contrae para
completar la ruptura de las MMI y MME (Byrne et al., 2019).

Ademaés de su papel en la fusion de membranas mitocondriales, OPA-1 parece estar involucrada
en el mantenimiento de la integridad de las crestas mitocondriales, el ensamblaje de los
supercomplejos de la cadena respiratoria y el mantenimiento del ADN mitocondrial (mitDNA).
También, se ha demostrado que regula la apoptosis mediada por la mitocondria y la homeostasis
del Ca?* mitocondrial (Lenaers et al., 2012). Mutaciones en el gen opa-1, provocan una morfologia
mitocondrial anormal, afectando a las crestas y mostrando una estructura mitocondrial alterada
junto con una mayor fragmentaciéon mitocondrial.

Este fenotipo esta acompanado de una disminucién del potencial de membrana mitocondrial y un
aumento de la produccién de ROS (Zhang et al., 2017). Mutaciones en OPA-1 estan asociadas al
desarrollo de atrofia 6ptica dominante (AOD). La AOD se trata de una enfermedad ocular
progresiva causada por la degeneracién de la capa de células ganglionares de la retina con atrofia
ascendente del nervio éptico (Kanazawa et al., 2008).

El gen eat-3 en C.elegans codifica un miembro de la familia de las dinaminas mitocondriales
homoélogo a OPA-1 en humanos. Mutaciones en el locus eat-3 generan: 1) Fragmentacion
mitocondrial, 2) Mitocondrias con MMI desorganizadas y 3) MMI dividida en gran cantidad de
crestas, sugiriendo que su funcién esta conservada en C.elegans. Ademas, la pérdida de eat-3 en
C.elegans también tiene efectos sobre el crecimiento y el tamafio de la puesta en gusanos. Los
gusanos portadores de mutaciones con pérdida de funcién en el gen eat-3 se caracterizan por
tener una progenie viable pero reducida, un menor tamafio y un retraso en el desarrollo. Al igual
gue el resto de mutantes eat, los gusanos con pérdida de funcién del gen eat-3, muestran defectos
en el bombeo faringeo desarrollando restriccion calérica y extendiendo su longevidad
considerablemente (33 dias frente a los 20 de gusanos WT) (Takayuki et al., 2008).
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HIPOTESIS

Recientemente se han demostrado evidencias de que el transporte de calcio entre RE y
mitocondria mediado por el receptor de IP; juegan un papel esencial en modelos de longevidad
inducida por estrés de reticulo a través de ATF-6 (Burkewitz et al., 2020). Estas evidencias nos
llevan a hipotetizar que la remodelacion de la sefial de calcio entre mitocondria y reticulo puede
formar parte de los mecanismos moleculares que median otros paradigmas de envejecimiento
saludable, como por ejemplo la restriccion calérica.

OBJETIVOS

Para verificar esta hipotesis, en este trabajo estudiaremos el papel de la liberacion de calcio del
reticulo endoplasmico mediada por el receptor de IP; sobre el aumento de longevidad inducido por
restriccidn calérica. Los objetivos especificos son los siguientes:

¢

Verificacién del silenciamiento por RNAI del gen itr-1 (homélogo del receptor de IP3 en
humanos) mediante qPCR

Estudio del estado funcional de p-AMPK mediante Western Blot para verificar el estado de
restriccion calérica del modelo eat-3

Estudiar la esperanza de vida y movilidad como readout de longevidad saludable en
gusanos wild type, gusanos wild type deficientes en itr-1, gusanos con pérdida de funcion
en eat-3 y gusanos con pérdida de funcion en eat-3 deficientes en itr-1

Estudio de la implicacién del receptor de IP; sobre la fertilidad en gusanos wild type,
gusanos wild type deficientes en itr-1, gusanos con pérdida de funcién en eat-3 y gusanos
con pérdida de funcién en eat-3 deficientes en itr-1

Realizar medidas de respiracién mitocondrial en gusanos wild type y gusanos deficientes
en itr-1 para estudiar la influencia de itr-1 sobre el estado bioenergético mitocondrial.
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MATERIALES Y METODOS

C.ELEGANS COMO MODELO PARA ESTUDIAR EL ENVEJECIMIENTO

C.elegans es un pequeiio nematodo de 1mm de largo de vida libre que se alimenta de
microorganismos. En el laboratorio se cultiva en céspedes de Escherichia coli sembrados sobre
placas Petri de agar. Tiene un ciclo de vida relativamente simple y rapido (Figura 4), por lo que
se puede mantener facilmente. La mayoria de los individuos adultos son hermafroditas con un
juego de cromosomas sexuales XX. Los machos (XO) ocurren con una frecuencia de alrededor
del 0,1% debido a una disyuncién aleatoria del cromosoma X. En el hermafrodita adulto, se forman
los ovocitos y son fertilizados por esperma derivado del propio hermafrodita o por un macho. Del
huevo eclosiona una larva L1 que pasa por cuatro estadios diferentes (L1 a L4). Después de la
etapa L2, los gusanos pueden progresar a L3 o a larva dauer, que se trata de un estado de latencia
gue les permite resistir al estrés (Corsi et al., 2015).

Si bien la facilidad y el bajo coste del cultivo de C.elegans suponen una gran ventaja, también hay
gue mencionar el amplio y detallado conocimiento que se tiene de muchos aspectos de este
animal. Por un lado, se conoce todo el linaje celular (959 células somaticas), asi como la
localizacién de dichas células y la historia progenitora de cada una de ellas.

Por otro lado, este animal es transparente y nos permite observar su anatomia, asi como el uso
de determinados marcadores fluorescentes. Ademas, presenta una anatomia relativamente simple
con tejidos y 6rganos bien definidos (Park et al., 2017; Kinser & Pincus, 2017).

Adult

" P Sl 12 ot
,, L3

NN~ I e
\ 5
™ Dauer -~ N .

_

Figura 4. Ciclo de vida del nematodo C.elegans (http://www.wormbook.org/)

Centrandonos en la anatomia de C.elegans (Figura 5), debemos destacar algunos 6rganos y
sistemas relevantes como el sistema muscular, la faringe y el sistema nervioso. Con respecto al
sistema muscular, esta formado por musculos estriados y no estriados. Entre estos ultimos se
incluyen 20 células musculares faringeas y 10 células de la vaina gonadal contractil (Gieseler et
al., 2017). Los musculos estriados son equivalentes a los musculos esqueléticos en los humanos
y la unidad basica es el sarcomero que esta altamente conservado entre nematodos y vertebrados
(Gieseler et al., 2017). Si nos centramos en la faringe, consiste en un musculo no estriado radial
gue realiza dos tipos de movimientos para cumplimentar su funcién de captar el alimento,
machacarlo e ingerirlo. La faringe se encuentra formada por un total de 60 células entre las que
destacan 20 células musculares y 20 neuronas, el resto lo constituyen células estructurales y
glandulares (Raizen & Avery, 1994). El bombeo neuromuscular de la faringe tiene similitudes con
el corazoén de vertebrados (Trojanowski et al., 2016).
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Finalmente, el sistema nervioso es simple y comparte vias celulares y neurotransmisores con
otros organismos superiores (Dexter et al., 2012). Tiene 302 neuronas gque se agrupan en cuerpos
neuronales desde la cabeza a la cola pasando por el cordén ventral y no posee potenciales de
acciéon convencionales al carecer de canales de Na* dependientes de voltaje que faciliten la
conduccién nerviosa (Lockery et al.,2009).

Pharynx Epidermis and cuticle Embryos

p SN Intestine

_»

Sensory neurones
e.g. ASH

nerve cord

Figura 5. Anatomia de C.elegans

Los C.elegans envejecidos muestran una disminucion de sus caracteristicas anatémicas y
funcionales, incluida la integridad de los tejidos, y la motilidad. Los principales cambios
dependientes de la edad a nivel tisular incluyen cambios en los sistemas reproductivo, nervioso y
muscular. La tasa de reproduccion disminuye, el tamafio y la calidad de ovocitos se deteriora y
existe una pérdida de la integridad muscular dando lugar a una moatilidad alterada y apariencia
anormal (Podshivalova et al., 2017).

¢ Ventajas de C.elegans como modelo experimental en envejecimiento

C.elegans es un excelente organismo modelo utilizado para la investigacién del envejecimiento
debido a ciertas caracteristicas: 1) Facilidad de mantenimiento en el laboratorio, 2) cuerpo
transparente que nos permite observar su anatomia, 3) Alta homologia con humanos, 4)
Disponibilidad de la secuencia del genoma completo, 5) Respuestas biolégicas moleculares
conservadas, 6) Altas tasas de fecundidad y 7) Disponibilidad de ciertas herramientas de biologia
molecular como el RNA de interferencia. Ademas, su corta vida Util y su pequefio tamafio son
favorables para el estudio de farmacos antienvejecimiento (Matsunami., 2018).

+ Limitaciones de C.elegans como modelo experimental en envejecimiento

A pesar de las multiples ventajas, también nos encontramos con ciertas limitaciones a la hora de
estudiar el envejecimiento en C.elegans. En primer lugar, carece de caracteristicas anatdmicas
fundamentales propias de mamiferos, asi como el sistema de transporte de la sangre o la barrera
hematoencefalica (Weinhouse et al., 2018). Ademas, en C.elegans no existe la metilacién del DNA
asi como la regulacion transcripcional de largo alcance, caracteristicas epigenéticas basica en los
mamiferos.
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CEPAS
En los experimentos realizados en el siguiente trabajo se han empleado dos lineas de C.elegans:

¢ Cepa N2: Se trata de la cepa silvestre actualmente consolidada como linea control (Sterken
et al., 2015)

¢ Cepa eat-3: Como se ha mencionado anteriormente, se trata de una linea caracterizada
por presentar una mutaciéon en el gen eat-3 que codifica para una proteina homdéloga a
OPA-1 en humanos. Estos gusanos presentan defectos en la funcién faringea lo que les
conduce a una absorcién insuficiente de los alimentos (modelo de RC) (Avery., 1993). Este
modelo nos permitird estudiar los efectos que origina dicha mutacién sobre determinados
parametros medibles del gusano.

MANTENIMIENTO DE CEPAS DE C.ELEGANS

Las dos cepas de C.elegans anteriormente nombradas, N2 y eat-3, se mantienen sobre placas de
agar. Dichas placas de agar han sido sembradas previamente con un césped bacteriano de
Escherichia coli (OP50) que les proporcionara el alimento necesario para sobrevivir. Una vez que
se han preparado estas placas, se conservan en incubadores a 20°C, garantizando las condiciones
adecuadas de humedad, temperatura y concentracién de oxigeno para que estos nematodos se
desarrollen en condiciones Optimas (Corsi et al., 2015). Empleamos tres métodos para el
mantenimiento de los gusanos, garantizandoles disponibilidad de alimento y condiciones
ambientales adecuadas:

1. Transferencia de gusanos mediante medio tampén M9. Con una pipeta se recogen los
nematodos en un eppendorf con 1-2mL de M9. Posteriormente, centrifugamos 1 minuto a
2000 r.p.m (centrifugado suave que mantiene vivos a los gusanos) para que los gusanos
precipiten, eliminamos el sobrenadante y pipeteamos el precipitado dénde se encuentran
los gusanos sobre placas de agar nuevas.

2. Chunck. En este procedimiento con una espatula previamente flameada con etanol 70°,
se obtiene un cuadrado de agar de la placa donde tenemos sembrados los gusanos
asegurandonos que contiene gusanos y lo transferimos a una placa nueva de manera que
los gusanos queden en contacto directo con ambas capas de agar.

3. Sincronizacién de huevos (Véase apartado sincronizaciéon de huevos)

PREPARACION DE PLACAS DE AGAR

Para cultivar los gusanos vamos a emplear placas Petri de agar que contienen NGM (Nematode
Growth Medium) que les proporciona las condiciones 6ptimas para vivir. La preparacion de estas
placas tiene una fase del protocolo comun independiente de los experimentos para los que se
vayan a emplear:

e En una botella de 500ml se pesan: 0,75 g de NaCl, 4,25 g de agar (8,5g/L) y 0,625¢g de
peptona (1,3g/L) y disolveos en 250ml de agua desionizada.

e Una vez preparado, se autoclava a 125°C durante 55 minutos y posteriormente se pasa a
un bafo a 55°C durante 15 minutos.

¢ En la cabina de flujo laminar, se afiaden por orden y agitando después de cada compuesto:
250 pL de una disolucion de colesterol en etanol 5mg/mL, 250 pL de CaCl,, 250 pL de
MgSO. y 6,25ml de tampdn KPO4
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Una vez finalizados los siguientes pasos, se van a afiadir unos compuestos u otros en funcién del
experimento que vayamos a realizar:

MORTALIDAD FERTILIDAD MOVILIDAD
FUDR 15 uM 125 pL - 125 pL
IPTG 30uM 250 pL 250 pL 250 pL
Carbenecilina 0,2 uM 250 L 250 pL 250 pL

La fluorodesoxiuridina (FUDR) se trata de un inhibidor de la sintesis de ADN que bloquea la divisién
celular de manera que impide el desarrollo de huevos sin afectar a los gusanos adultos (Mitchell
et al., 1979). El isopronil—p-D-1- tiogalactopiranésido (IPTG) es un compuesto inductor de la
expresion de los operones de los vectores plasmidicos de las bacterias transformadas (Marbach
& Bettenbrock., 2012) y la carbenecilina es un antibiético que funciona como selector positivo de
las bacterias transgénicas.

¢ Finalmente se vierte el contenido de la botella en placas Petri con una pipeta de 50mL. En
el caso de los experimentos de mortalidad se echaran 4 mL por cada placa de 35mm de
diametro y en el resto de experimentos, (movilidad y fertilidad) se vertera un volumen de
10mL por cada placa de 90mm de diametro. Se deja solidificar a temperatura ambiente
durante toda la noche.

iRNA COMO HERRAMIENTA DE GENETICA INVERSA

El iRNA ofrece un enfoque rapido y facil de aplicar para probar la funcién de un gen y se ha utilizado
para probar la funcion de una gama de genes de sefializacion de calcio (Yin et al., 2004; Xu et al.,
2007; Lorin et al., 2007). Existen tres propiedades del iRNA en C.elegans: 1) es inducido por la
introduccion de dsRNA (RNA de doble cadena), 2) es sistémico, de modo que la introduccion de
iRNA en una ubicacién del animal conduce a una respuesta en otros tejidos (Hunter et al., 2006) ,
3) es ambiental por lo que los gusanos pueden absorber dsRNA del medio ambiente cuando
ingieren bacterias (Hunter et al., 2006). EI iRNA ha revolucionado los estudios de genes a fenotipos
y se ha utilizado ampliamente para estudiar la funcion de itr-1 (Gower et al., 2005).

¢ Siembra de cepas bacterianas OP50, L4440 e IP3

Tras la solidificacion del agar se procede a sembrar las placas con las bacterias. La bacteria que
se emplea como alimento para C.elegans es Escherichia coli y la cepa que se utiliza
convencionalmente para el mantenimiento del nematodo se denomina OP50. De manera que las
placas de Petri que se vayan a emplear para el mantenimiento del gusano se siembran con 250
KL de E.coli.

Las cepas bacterianas utilizadas para el estudio con ARN de interferencia (RNAI) son L4440 e IPs.
Son transgénicas y ambas portan el vector plasmidico L4440. La cepa bacteriana control, L4440,
contiene el plasmido vacio mientras que la cepa IP; tiene el RNAi para IP3 cuya funcién es silenciar
el gen itr-1 de C.elegans. El procedimiento de siembra es el mismo descrito anteriormente para
E.coli OP50, sembramos cada placa de Petri con 250 pL de la cepa bacteriana correspondiente.
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SINCRONIZACION DE GUSANOS

La sincronizacién de C.elegans es un requerimiento en los diferentes experimentos a desarrollar
puesto que se necesita que todos los gusanos se encuentren en el mismo estadio de desarrollo.
Existen diferentes métodos para sincronizar a los gusanos, pero en este caso vamos a emplear el
método de la obtencién y siembra de huevos. A continuacién, se expone el protocolo de obtencién
para el que es necesario tener gusanos adultos que contentan huevos en su interior:

Se recogen los gusanos en un eppendorf con 1,5mL de tampdn M9 con una pipeta pasteur
de vidrio y se centrifuga durante 1 minuto a 2000 rpm para que los gusanos precipiten.
Posteriormente, se retira el sobrenadante dejando unos 100 pL.

Para liberar los huevos del interior de los gusanos adultos se emplea una mezcla 2:1 de
lejia/NaOH, para ello, en el eppendorf se afiade 150 pL de una mezcla 2:1 de lejia/NaOH
5My 250 uL de tampdén M9.

Se agita en intervalos de tiempo de 15 segundos cada 2 minutos durante 10 minutos en el
vortex para que se produzca la ruptura mecanica y se liberen los huevos al exterior.
Pasados los 10 minutos, se centrifuga 1 minuto a 8000rpm y se decanta el sobrenadante
dejando 100 pL y se resuspende el pellet en ese mismo volumen.

Se afade 1 mL de tampdn M9 para lavar y eliminar el exceso de lejia y NaOH y se
centrifuga durante 1 minuto a 8000rpm. Tras esta centrifugacién se observa un pellet en
cola que corresponde a los huevos de los gusanos, decantamos el sobrenadante dejando
100 pL y resuspendemos el pellet.

Se pipetean gotas de aproximadamente 15 uL en placas de agar sembradas con la cepa
bacteriana de interés. Dejamos secar las gotas e incubamos las placas a 20°C en posiciéon

invertida.

DISENO EXPERIMENTAL

Para este estudio se emplearon dos cepas de C.elegans, N2 que es la linea WT y eat-3. En cada
una de estas lineas de gusanos, se silencia el gen itr-1 que codifica para el receptor de IP3 (IP3R)
mediante RNAi al 100%, empleando la cepa bacteriana IP; (Véase apartado “siembra de cepas

bacterianas”), de manera que

tendriamos dos grupos A 4
. : Tas (Y s ¥
experimentales: 1) eat-3 con el gen itr- d \ f&?{w '
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(eat-3 Control) (Figura 6).

Figura 6. Esquema del disefio experimental
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Con cada uno de estos grupos experimentales se llevaron a cabo los siguientes procedimientos:

¢ Curvas de mortalidad

Los experimentos de mortalidad se realizaron sobre placas de Petri de 35 mm de didmetro. Para
realizar las curvas de mortalidad hay que sincronizar los gusanos (Segun protocolo “sincronizacién
de gusanos”) de forma que todos ellos estén a dia 1 de estado adulto (tras etapa L4). Debido a
gue los gusanos eat-3 tardan un dia mas en desarrollarse que los N2 (Takayuki et al., 2008), se
prepararan los huevos de eat-3 un dia antes que los de N2, de manera que tres dias después de
la eclosion en el caso de N2 y cuatro dias en el caso de eat-3, alcanzarian el estadio adulto.

Una vez que tenemos los gusanos sincronizados en estado adulto, se pican alrededor de 100
gusanos para cada una de las cuatro condiciones experimentales (N2 itr-1, N2 Control, eat-3 itr-1
y eat-3 Control), repartidos en 10 placas Petri de 35mm de didmetro con FUDR (10 gusanos/placa),
unas sembradas con la cepa bacteriana L4440 para los grupos eat-3 y N2 control y otras
sembradas con la cepa IP; para los grupos eat-3 y N2 itr-1. En total se utilizaron alrededor de 1200
gusanos (600 eat-3 y 600 N2) para las tres curvas de mortalidad realizadas (Figura 7).

N2 CONTROL eat-3 CONTROL N2 IP; eat-3 IP;

R/ ',/// /4 = JU /// == 4
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Figura 7. Esquema del disefio de los experimentos de mortalidad

Una vez que los gusanos han sido picados en sus respectivas placas, se introducen en el
incubador a 20°C y se procederan a contar en los dias préximos, de manera que se anotaran en
una plantilla cuantos de ellos permanecen vivos, cuantos de ellos han muerto y cuantos de ellos
han sido censurados (gusanos que se van de la placa o tienen protrusion vulvar). Se considera
gue un gusano esta muerto cuando permanece estatico en forma de media luna o de palillo y no
mueve la cabeza. Finalmente, las curvas de mortalidad se obtienen introduciendo los datos en el
programa Origin pro 8.5 una vez que han muerto todos los gusanos.

¢ Anadlisis de la fertilidad

Para estudiar la fertilidad de los cuatro grupos experimentales, al igual que en las curvas de
mortalidad, se requiere dos tipos de placas Petri de 90mm de diametro sin FUDR: unas sembradas
con la cepa bacteriana L4440 para N2 y eat-3 control (sin silenciamiento del gen itr-1) y otras
sembradas con la cepa bacteriana IP; para N2 y eat-3 itr-1 (con silenciamiento del gen itr-1). En
cada una de las placas Petri se pica un gusano en L4 de cada cepa (N2 y eat-3), de manera que
tenemos cuatro placas, una por cada condicién experimental (N2 itr-1, N2Cont, eat-3 itr-1 y eat-3
Cont). Cada 24 horas y durante 5 dias, se transferird cada gusano a una placa nueva y se iran
contando el nimero de larvas que van poniendo por cada dia (Figura 8). Con los datos
recopilados, se realizara un Andlisis de la Varianza (ANOVA) para obtener las gréficas de fertilidad
con el programa SPSS.
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Se pica un gusano en Cada 24 horas se cambian los gusanos a una nueva placa y se
L4 en cada placa van contando las larvas que ponen en cada placa

Figura 8. Esquema del disefio de los experimentos de fertilidad

¢ Anadlisis de la movilidad

Primeramente, se sincronizaron los gusanos de cada cepa (Segun protocolo “sincronizacién de
gusanos”) y se transfirieron entre 55-60 gusanos a dia 1 de estado adulto a cada placa Petri de
90mm con FuDR con la condicién correspondiente (IP3 y L4440). Se incuban a 20°C y se graban
videos de 1 minuto de cada placa a dia 1,2,3,4 y 5 de edad adulta, utilizando una camara acoplada
a una lupa binocular a una magnificacion de 10X. Posteriormente, se realiza el andlisis de los
videos con el programa ImageJ, utilizando el pluging Wormtrack y se analizan los siguientes
parametros: velocidad media (Vmedia), velocidad maxima (Vmax), Body lenght per second (BLPS)
y Body bends per second (BBPS), que mide las veces que el cuerpo de cada individuo se curva
con respecto al tiempo.

¢ Western Blot (WB) de p-AMPK

Homogeneizacion de gusanos

- Para el experimento de WB se requieren unos 400 gusanos adultos a dia 3-4 de
cada cepa (N2 y eat-3). Primeramente, se recogen los gusanos de las placas con
1mL del buffer M9 y se centrifugan 1 minuto a 2000rpm. Posteriormente, se realizan
tres lavados mas con M9 para eliminar restos de OP50 y se vuelve a centrifugar,
eliminando el sobrenadante.

- Se afiade 100uL de Ripa buffer (100 pL de inhibidor de fosfatasas (Phosphostop) y
40 pL del inhibidor de proteasas (Complete)) a las muestras.

- Seguidamente, se sonican las preparaciones durante 10 seg ON/10 seg OFF
(Amplitud 60) durante tres veces. Se repite este ciclo tres veces mas y se observa
al microscopio si quedan restos de cuticula.

- Finalmente, se centrifuga a 16000g, a 4°C durante 15 minutos y hos quedamos con
el sobrenadante. Se congelan las muestras a -80°C.

Cuantificacion de proteinas mediante BCA

Para conocer la concentracién de proteinas que tenemos en cada muestra se emplea un kit
comercial de acido biocinconinico (BCA), cuyo ensayo se basa en la reduccion de Cu2+ a Cu+ en
condiciones alcalinas (Smith, 1985).
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Los iones Cu+ se unen al BCA y forman un compuesto coloreado que absorbe luz a 562nm, de
manera que la absorbancia va a ser directamente proporcional a la cantidad de proteina presente
en nuestra solucion y puede ser estimada por comparaciéon con una curva patrén de albimina a

unas concentraciones conocidas (Johnson, 2012).

Electroforesis SDS-PAGE e inmunotransferencia (Figura 9)

Las preparaciones de proteinas se ajustaron a 25ug/ml y se
afadié tampén Laemmli+ B-mercaptoetanol antes de hervir
las muestras a 95°C durante 5 minutos. Se carga un volumen

ELECTROFORESIS

TRANSFERENCIA

de 20ul en cada pocillo de un gel de acrilamida al 10% para 1 ‘ i 2
la separacibn mediante SDS-PAGE. Las proteinas se yf ===
transfirieron a la membrana de nitrocelulosa y se bloquearon | |
con BSA al 5% antes de la incubacion con anticuerpos |
primarios anti de Thr172-AMPK durante toda la noche y a INCUBACION VISUALIZACION
4°C en una concentracion 1:1000. Después de la incubacién, ? i ( 4

=

las membranas se lavaron tres veces con TBS-T y
posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario de
conejo conjugado con HRP durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las bandas se visualizaron en un sistema Gel
Doc (Bio Rad) usando el reactivo de revelado. Las bandas
se cuantificaron con el software de analisis de imagen Fiji.
Los resultados se normalizaron con respecto a la cantidad
de proteina total y se analizaron mediante un t-test.

¢ SeaHorse (Figura 10)
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Figura 9. Protocolo Western Blot

Para determinar el consumo de oxigeno en C.elegans, se siguié el protocolo publicado por
Koopman et al., 2016, empleando un analizador metabdlico XFe24. Inicialmente, se lavan las
poblaciones de gusanos sincronizadas a dia 5 adultos durante dos veces con M9 y se transfieren
a una placa de cultivo de tejidos (SeaHorse, Agilent) con una densidad de 15-30 gusanos por
pocillo. Las tasas de respiracién se midieron cada 5 minutos utilizando el siguiente protocolo de
medicién: 2 minutos de mezcla, 30 segundos de espera y 2 minutos de medicién. El experimento
se realizé a 25°C y se afladieron moduladores de la cadena respiratoria (FCCP 10uM; Azida de

sodio 50mM) para determinar la respiracion maxima y basal.
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Figura 10. Protocolo SeaHorse
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¢ RT-gPCR de los mutantes itr-1

Para poder comprobar que la expresién del gen itr-1 estaba eficazmente silenciada en los
nematodos expuestos a RNAI, se llevé a cabo una RT-gPCR utilizando los siguientes cebadores,
forward: CCATCATATGGCCGGGTTCG y reverse: GGCCGTCGTTTCGTTTTCGT.

El ARN total se obtuvo mediante congelacién/descongelacién y homogeneizacion y luego se
extrajo el ARN con el mini kit RNeasy, tratado con RNasas-Free DNase Set (Qiagen) y luego se
precipitdé con etanol y se resuspendié con agua. Las concentraciones y la calidad del RNA se midié
utilizando el espectofotometro NanoDrop. Se llevé a cabo una reaccion de transcripcion inversa
con el iScript cDNA Synthesis Kit utilizando cebadores aleatorios y finalmente se realizé la RT-
gPCR utilizando el sistema de PCR LightCycler 480.
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RESULTADOS

+ El tratamiento con RNAI para el receptor de IP3/itr-1 disminuye de forma eficiente
los niveles de mRNA de itr-1.

Con el objetivo de estudiar la importancia de la sefializacion por calcio via receptor de IP3 en la
longevidad inducida por restricciébn calérica, decidimos perturbar nuestro sistema bioldgico
disminuyendo la expresion del receptor de IP3/itr-1 mediante RNAI. La cuantificacion mediante
gPCR de los niveles de RNAm para itr-1 en cultivos de nematodos expuestos a itr-1 RNAI respecto
a nematodos expuestos a RNAI sin diana, muestran que los niveles de RNAm para itr-1
disminuyeron en un 69% tras la exposicion a itr-1 RNA (Figura 11). Concluimos que la exposicion
de los nematodos a itr-1 RNAI disminuye de forma significativa la expresion de itr-1.
(A)
ol-AACH)

1.5+ -

MUESTRA | GOl |HKG | ACt | AACt PR
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Control 24,45 |21,06 | 3,39 0,00 1,00

) N2 itr-1 26,90 [ 21,8 | 5,10 1,71 0,31
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Figura 11. qPCR del gen itr-1 en la cepa N2 (A) Expresion del gen itr-1 en gusanos N2 con silenciamiento en itr-1 y en gusanos N2
control representado mediante 24A%Y, Barras de error: error estandar.

¢ La actividad de AMPK esta significativamente estimulada en los mutantes eat-3

La activacion de la proteina quinasa dependiente de AMP (AMPK) juega un papel clave en la
regulacion de los mecanismos celulares de adaptacion desencadenados por la restriccion calérica
(Greer et al., 2007). El mecanismo de activacion canonica de AMPK en respuesta a una elevacion
de los niveles de AMP implica la autofosforilacion de la Thr-172 de AMPKa (Steinberg et al., 2022).
Por tanto, es posible utilizar el estado de fosforilacion de Thr-172 AMPKa como medida del grado
de actividad del enzima. Para verificar el estado de restricciéon calérica de los mutantes eat-3,
decidimos cuantificar el estado de fosforilacion de la Thr-172 de AMPKa mediante western-blot
tanto en mutantes eat-3 como en nematodos control (N2).

Las imagenes de los western-blot reveladas con un anticuerpo dirigido exclusivamente contra p-
Thr-172 AMPK mostraron una sola banda, que ademas era compatible con el tamano de AMPKa
(62 KdA) (Figura 12A). Las bandas fueron cuantificadas y normalizadas por la cantidad total de
proteina estimada con rojo ponceau (Figura 12B). Los mutantes eat-3 muestran un incremento en
los niveles de Thr-172 AMPKa fosforilada con respecto al control (N2) (p<0,0001) (Figura 12).
Estos resultados indican un aumento de actividad AMPK en los mutantes eat-3. Esta activacion
compensatoria de los mutantes eat-3 es consistente con una produccion de ATP disminuida,
consecuencia del estado de restriccidon calérica en el que se encuentran dichos mutantes.
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Figura 12. Western blot para p-AMPK. (A) Representacion de p-AMPK normalizado con respecto a la proteina total para eat-3 y N2.
Barras de error: error estandar. (B) Representacion del WB y cuantificacion de proteinas totales mediante tinciéon con rojo de Ponceau.

¢ Elincremento de la longevidad inducido por restriccion calérica en mutantes eat-3
no requiere la actividad del receptor de IP3/itr-1

Para estudiar la relevancia de la sefalizacion por calcio via receptor de IP3 en la longevidad
inducida por restriccion calérica se realizé un estudio de supervivencia en gusanos wild type (N2),
gusanos wild type deficientes en itr-1 (N2 itr-1), gusanos con pérdida de funcién en eat-3 y gusanos
con pérdida de funcién en eat-3 deficientes en itr-1 (eat-3 itr-1).

Se realizaron 3 experimentos independientes (Figura 13). En el primero de ellos (n=362) (Figura
13A), se observa que la supervivencia de N2 cuando silenciamos el gen itr-1 (N2 itr-1 (n=146)) es
significativamente menor a la de N2 (n=107). Sin embargo, no se observan diferencias en la
supervivencia entre eat-3 (n=52) y eat-3 con el gen itr-1 silenciado (eat-3 itr-1(n=57)). Ademas, en
este caso, a diferencia de las otras dos mortalidades, no hay diferencias significativas en la
supervivencia de eat-3 y N2, estos resultados contradictorios con respecto a las otras dos tandas
de mortalidades, se puede deber a una n mas pequefia 0 a una gran cantidad de gusanos
censurados. En el segundo experimento de supervivencia (Figura 13B), se observa que la
supervivencia de N2 Control (n=169) es significativamente menor a la de eat-3 (n=117),
confirmando asi el modelo de longevidad inducida por restriccién calérica de eat-3. Por otro lado,
la longevidad de los gusanos N2 cuando silenciamos itr-1 (N2 itr-1(n=139)) es significativamente
menor con respecto a su control (N2), mientras que en la cepa eat-3, cuando silenciamos el gen
itr-1 (eat-3 itr-1(n=110)), no se observa efecto sobre la supervivencia. En el tercer experimento de
supervivencia (n=499) (Figura 13C), se observa al igual que en el segundo que la supervivencia
de N2 (n=136) es significativamente menor a la de eat-3 (n=110), por lo que se volveria a confirmar
el modelo de longevidad inducida mediante restriccion calérica de eat-3. También, el
silenciamiento del gen itr-1 induce una reduccién en la vida media en la cepa N2, (N2 itr-1 (n=108))
con respecto a su control, (N2). Sin embargo, no se puede observar que dicha reduccion de la vida
media sea significativa en la cepa eat-3 cuando silenciamos el gen itr-1.

Finalmente se calcul6 la esperanza de vida media para cada grupo experimental (Figura 13D).
Por un lado, se observa que la esperanza de vida media (EVM) de la cepa eat-3 es
significativamente mayor (p<0,01) a la de la cepa wild type (N2 Control). La EVM de eat-3 es de
18,19 dias mientras que la EVM de N2 es de 15,27 dias (Figura 14E). Estos resultados confirman
asi el modelo de longevidad inducida por restricciéon calérica de eat-3.
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Por otro lado, los resultados indican que el silenciamiento del gen itr-1 disminuye significativamente
(p<0,05) la esperanza de vida media en individuos wild type (N2), que descendi6 de 15,27 a 13,
53 dias (Figura 14D-E). Sin embargo, sorprendentemente esta reduccién de la EVM no se observa
en la cepa eat-3 cuando silenciamos el gen itr-1 (Figura 14A-B). Concluimos que el aumento de
longevidad inducido por restriccion caldrica en el mutante eat-3 no requiere la actividad del receptor
de IP3 y que nuestro modelo de longevidad inducida por restriccién calérica esta de alguna manera
protegido frente a la perdida de funcién del receptor de IP3.
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Figura 14. (A) Primera curva de supervivencia de los cuatro grupos experimentales N2 itr-1 (n=100), N2Cont (n=100), eat-3 itr-1 (n=50) y eat-
3Cont (n=50). B) Segunda curva de supervivencia de los cuatro grupos experimentales N2 itr-1 (n=100), N2Cont (n=100), eat-3 itr-1 (n=50) y
eat-3Cont (n=50). C) Tercera curva de supervivencia de los cuatro grupos experimentales N2 itr-1 (n=145), N2Cont (n=136), eat-3 itr-1 (n=108)
y eat-3Cont (n=110). D) Esperanza de vida media (EVM) de los cuatro grupos experimentales N2 itr-1 (n=413), N2Cont (n=420), eat-3 itr-1
(n=280) y eat-3Cont (n=266). *p-valor<0,05. **p-valor<0,01.ns: no significativo. Distancia Barras de error: error estdndar. E) Tabla de estudio
estadistico y célculo del descenso de la esperanza de vida media de los grupos experimentales con respecto a eat-3 Control que muestra la
EVM mas alta

¢ Efecto del receptor de IP3 sobre el envejecimiento reproductivo en nuestro modelo
genético de restriccién caldrica

El envejecimiento provoca un amplio rango de cambios degenerativos progresivos, entre ellos la
disminucién de la fertilidad y la funcién reproductiva. En C.elegans, los individuos alcanzan un pico
de reproduccion de progenie a los dos dias de adulto, que después va rapidamente declinando.
La produccion de progenie es practicamente inexistente a partir del dia 8 (Figura 15B). Algunas
intervenciones, como la restriccion calérica, modulan el envejecimiento reproductivo (Crawford et
al., 2007; Bertoldo et al., 2015). Para estudiar la interaccion entre la restriccion calérica por falta
de funcion de eat-3 e itr-1 en el envejecimiento reproductivo realizamos experimentos de fertilidad.

Con respecto al nimero total de huevos (Figura 15A) se puede observar que tanto la fertilidad de
N2 como la del del grupo N2 con silenciamiento en itr-1 es significativamente mayor con respecto
a los mutantes con pérdida de funcion en el gen eat-3. Ademas, la deficiencia en itr-1 incremento
ligeramente la fertilidad en los mutantes con pérdida de funcién de eat-3.
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En relacion con el promedio de huevos por dia (Figura 15B), pudimos observar que adialy 2 la
puesta de huevos fue significativamente superior en nematodos wild type deficientes en itr-1.
Concluimos que la deficiencia en el receptor de IP3/itr-1 no altera el envejecimiento reproductivo
en nuestro modelo de restriccidn calérica, sin embargo, acelera significativamente la fertilidad en
nematodos jévenes.
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Figura 15. (A) Puesta total de huevos de gusanos de cada condicion experimental (N2 itr-1, N2Cont, eat-3 itr-1 y eat-3Cont) (n=16).
*p-valor<0,05, ***p-valor<0,005. (B) Numero de huevos al dia de cada condicion experimental (N2 itr-1, N2Cont, eat-3 itr-1y eat-3Cont)

(n=16). *p-valor<0,05 con respecto al correspondiente valor de N2Cont, 233p-valor<0,005 con respecto al correspondiente valor de eat-
3IP3, ***p-valor<0,005 con respecto al correspondiente valor de eat-3Cont; Barras de error: error estandar. El experimento se realizo
por cuatriplicado (n=16) y los daros se compararon mediante un ANOVA de dos factores.

¢ Elincremento de longevidad inducido por restriccion calérica en los mutantes eat-3
no se correlaciona con una mejora en la movilidad de los nematodos

Aunque la longevidad inducida por restriccion calérica en los mutantes con pérdida de funcién de
eat-3 no parece depender del receptor de IP3, posteriormente nos preguntamos si el estado fisico
general de organismo (o healthpan) en los mutantes eat-3 en restriccion calérica era dependiente
del receptor de IP3. La movilidad es un buen parametro para estimar este concepto. Se estudié
dicha movilidad en los cuatro grupos experimentales anteriormente mencionados (N2 Control, N2
itr-1, eat-3 y eat-3 itr-1). Para ello, se analizaron videos de 1 minuto a dia dos de estado adulto con
el programa ImageJ (pluging Wrmtrack) y se calcularon los datos relativos a diversas variables
relacionadas con la movilidad del nematodo, como la velocidad méaxima, la velocidad media, el
namero de giros por segundos (BLPS) o distancia recorrida (Figura 16).

Podemos observar que la pérdida de funciéon de eat-3 disminuy6 considerablemente todos los
parametros de movilidad. Esto indica que en nuestro modelo de restriccion caldrica el aumento de
la longevidad no esta acompafado de una mejora del estado fisico general del organismo (fitness).
Ademas, el silenciamiento de itr-1 no modificé ninguno de los parametros de movilidad ni en
organismos wild type, ni en organismos con pérdida de funcién del gen eat-3.
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Figura 16. (A) Velocidad media (mm/s?) a dia 2 de N2 itr-1 (n=85), N2Cont (n=81), eat-3 itr-1 (n=85) y eat-3Cont (n=77). **p-valor<0,01.
(B) Velocidad maxima (mm/s?) a dia 2 de N2 itr-1 (n=85), N2Cont (n=81), eat-3 itr-1 (n=85) y eat-3Cont (n=77). ***p-valor<0,005. (C)
BLPS (body length per second) adia 2 de N2 itr-1 (n=85), N2Cont (n=81), eat-3 itr-1 (n=85) y eat-3Cont (n=77).*p-valor<0. (D) Distancia
(en linea recta) recorrido por el gusano (mm) a dia 2 de N2 itr-1, N2Cont, eat-3 itr-1y eat-3Cont (n=328). *p-valor<0.

¢ Ladeficiencia en el receptor de IP3/itr-1 no afecta ni a la respiracién mitocondrial
basal ni a la maxima

Un numero consistente de evidencias sugiere que el receptor de IP3 sostiene la bioenergética
mitocondrial, promoviendo el transporte de calcio desde el reticulo endoplasmico a la mitocondria
(Rossi et al., 2018). Para comprobar esta hipétesis se llevaron a cabo medidas a tiempo real de
las tasas de consumo de oxigeno OCR (oxygen consumption rate) de gusanos N2 con el gen itr-1
silenciado (N2 itr-1) y gusanos wild type (N2). Como se observa a continuacion (Figura 17), no se
apreciaron diferencias significativas en la respiracién basal, maxima y respiracion no mitocondrial
entre los gusanos N2 con silenciamiento en el gen itr-1 y los gusanos wild type.
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Figura 17. Estudio de larespiracion en N2itr-1y N2 Control. (A) Respiracién basal (OCR) en pmol O2 por minuto y por gusano. (B) Capacidad
respiratoria maxima (OCR) en pmol de O2 por minuto y por gusano. (C) Respiracién no mitocondrial tras inhibir la cadena respiratoria de

electrones con azida
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DISCUSION

La hipétesis del presente trabajo plantea la idea de que el transporte de calcio entre la mitocondria
y el RE, mediado por el receptor de IP3, podria ser uno de los mecanismos moleculares implicado en
el aumento de la longevidad mediado por restriccion caldrica. Esta hipotesis ha sido recientemente
propuesta en modelos de longevidad inducida por estrés de reticulo (Burkewitz et al., 2020).

Como se puede observar en la figura 11A, la cepa mutante eat-3 tiene una esperanza de vida
mayor en relacién a la cepa wild type o N2. Estos mutantes eat-3 se alimentan mucho menos que
los N2 como consecuencia de su defecto en la funcidn faringea y esto les induce a encontrarse en
un estado de restriccion calérica (Avery., 1993). Este estado de RC explica el aumento de la
longevidad. En este sentido, hemos observado que la actividad AMPK (un marcador molecular
clasico de adaptacion a la restriccion calérica) se encuentra significativamente aumentada en los
mutantes con pérdida de funcién del gen eat-3. Por lo tanto, pensamos que es un excelente modelo
para identificar nuevos mecanismos moleculares asociados a la longevidad inducida por restriccion
caldrica. Los experimentos de longevidad nos muestran que cuando silenciamos el gen itr-1 que
codifica para el receptor de IP3, se observa una disminucién de la supervivencia en la cepa N2, de
manera que la esperanza de vida media se reduce de 15,27 dias a 13,53 dias. Sin embargo, a
diferencia de lo que se plantea en la hipoétesis, la supervivencia de la cepa eat-3 no se ve
significativamente reducida cuando se silencia el gen itr-1. Por tanto, el receptor de IP3 no parece
jugar un papel relevante en la longevidad inducida por restriccion calérica en nuestro mutante eat-
3. Se ha propuesto que la supresiéon del receptor de IP3 genera un incremento de la fusion
mitocondrial que suprime el incremento de longevidad inducido por estrés de reticulo (Burkewitz
et al., 2020). Podriamos por lo tanto especular con la posibilidad de que nuestro modelo de
longevidad no depende de itr-1 porque no puede incrementar la fusién de las mitocondrias, ya que
eat-3 es parte de la maquinaria molecular que interviene en su fusion.

En el andlisis de la fertilidad podemos apreciar como los mutantes eat-3 presentan una reduccion
en el nimero de puesta con respecto a N2. Los tamafios reducidos en la puesta de eat-3 no se
deben a la retencién de huevos, ni a un mayor numero de huevos muertos o larvas en las placas.
En la literatura se ha descrito una escasez de nucleos en las goénadas. Menos ovocitos podrian
reflejar tasas reducidas de division mitética en el extremo distal de la génada (Kanazawa et al.,
2008). Ademas, la produccién de ovocitos también podria verse comprometida en etapas
posteriores, ya que la disponibilidad de la proteina de la yema y otros constituyentes principales
de los ovocitos se pueden ver afectados por el estado metabdlico de restriccion calérica del animal
(Kanazawa et al., 2008). Con respecto al papel del gen itr-1 en el proceso de ovulacién, ciertos
estudios han demostrado que los mutantes itr-1 presentan defectos en el proceso de ovulacion.
Durante la ovulacion normal, las células de la vaina proximal de la génada experimentan una
frecuencia creciente de contracciones. En la ovulacion, la contraccion de las células de la vaina
tira de la espermateca sobre el ovocito en desarrollo antes de que el extremo proximal de la gbnada
de la espermateca se contraiga para aislar el ovocito. En los mutantes itr-1 la frecuencia de las
contracciones ritmicas en las células de la vaina se reduce y la constriccion de la espermateca es
aberrante, por lo tanto, cuando la espermateca se contrae, a menudo desgarra el ovocito dejando
atréds el nucleo. Como resultado, se acumulan tanto desechos no nucleados como ovocitos
fertilizados, pero en replicacion.
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Con respecto a la movilidad, los mutantes eat-3 presentan parametros de velocidad media, velocidad
maxima, distancia y longitud reducidos con respecto a los gusanos wild type. Semejantes resultados
obtuvieron Byrne et al., 2019 cuando analizaron el comportamiento de natacién y la tasa de
excavacion del mutante eat-3, descubriendo que la fuerza muscular estaba comprometida en
dichos mutantes. Esto se debe a que los cambios en la morfologia mitocondrial de las células
musculares que presentan los mutantes eat-3, se asocian con reducciones significativas en la
actividad motora y fuerza muscular. Por otro lado, el silenciamiento del receptor de IP3 no produce
cambios significativos sobre los diferentes parametros de movilidad analizados, ni en cepas wild
type, ni en mutantes con pérdida de funcién en eat-3. Por tanto, el receptor de IP3 no interviene
en la movilidad de eat-3 y N2, aunque, si que es conocido el papel de itr-1 en otros programas
motores como las contracciones bien definidas que provocan la defecacién en C.elegans (Branicky
&Hekimi., 2006)

Ademas, para conocer el papel del receptor de IP3 en el sostenimiento del estado bioenergético
de los nematodos, realizamos medidas de consumo de oxigeno sobre la respiraciéon basal,
respiracion maxima o desacoplada y respiracion no mitocondrial. Segun se muestra en la figura
14, el silenciamiento de itr-1 no indujo cambios en ninguno de los parametros estudiados. De
acuerdo con estos resultados, la deficiencia en el receptor de itr-1 no afectaria al estado
bioenergético mitocondrial del nematodo. Estos datos contradicen las propuestas de otros
investigadores. Por ejemplo, en modelos de mamiferos se ha observado que el silenciamiento del
receptor de IP3 originaba una produccion de ATP deteriorada y disfuncion bioenergética aguas
abajo del receptor de IP3 (Céardenas et al., 2010).

El presente trabajo, aporta una base sdlida para las investigaciones que traten de buscar los
mecanismos 0 vias de sefalizacidn que subyacen al aumento de la longevidad en modelos de
restriccion caldrica. Para concluir, en investigaciones futuras, planteamos verificar nuestra
hipotesis en otros modelos de restriccion caldrica que no presenten los handicaps del mutante eat-
3 (defectos en la movilidad, falta de fusion mitocondrial...etc).

CONCLUSIONES

e La exposicion de nematodos a RNAI dirigido contra itr-1 disminuye significativamente la
expresion de este gen.

e Los mutantes con pérdida de funcion del gen eat-3 muestran niveles significativamente
altos de actividad AMPK. Esto indica la activacion de mecanismos celulares de
compensacién asociados a la restriccion calérica.

e Los mutantes con pérdida de funcién del gen eat-3 tienen una mayor esperanza de vida
media que los gusanos wild type (N2).

e El silenciamiento del gen itr-1 disminuye significativamente la longevidad de gusanos wild
type (N2). Sorprendentemente la pérdida de funcion del gen eat-3 previene la disminuciéon
de la longevidad inducida por el silenciamiento de itr-1.

e La movilidad de los mutantes con pérdida de funcién en eat-3 esta notablemente alterada
con respecto a la cepa salvaje y el silenciamiento del gen itr-1 no altera los parametros de
movilidad ni en los mutantes eat-3 ni en los gusanos salvajes.

o La tasa de fertilidad de los mutantes eat-3 es significativamente menor que la de la cepa
salvaje y el silenciamiento del gen itr-1 no afecta a la fertilidad en los gusanos N2, mientras
gue aumenta la puesta de huevos en los mutantes eat-3.

¢ El silenciamiento del gen itr-1 no altera el estado bioenergético mitocondrial de gusanos
N2.
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