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Recent evidence suggests that during aging there is widespread accumulation of aggregated insoluble
proteins, even in the absence of pathological conditions. Pharmacological manipulation of protein ag-
gregation might be helpful to unveil the involvement of protein aggregates during aging, as well as to
develop novel strategies to delay aging. Here we investigated the effect of known protein aggregation
inhibitors on the lifespan and health-span of Caenorhabditis elegans. For this purpose, we selected various
structurally diverse anti-aggregation compounds and screened them in liguid and solid medium for their

Aging ability to alter the rate of aging in vivo. Our results show that treatment of C. elegans with diverse ag-

Frotein misfolding

C elegans
Aggregation inhibitors
Lifespan

gregation inhibitors significantly increases the animal lifespan and health-span. These findings indicate
that protein misfolding and aggregation may play an important role in cellular dysfunction during aging,
opening a novel approach to increase longevity and enhance the quality of life during aging.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Aging can be defined as a progressive loss of function that in-
creases vulnerability to environmental factors and augments the
risk of disease and death. It is crucial to better understand the
mechanisms implicated in cellular dysfunction during aging
because the elderly population is substantially growing. By 2050,
the population over 65 years old is expected to reach more than 83
million in the United States and is estimated to be 2.5 times more
than the population of ages 0 to 4 worldwide [1]. As people age,
there is an elevated risk of developing certain pathological condi-
tions that impact the quality of life, which is accompanied by
increased medical care expenses. Several mechanisms have been
proposed to be responsible for aging, including accumulation of
damaged proteins, telomere-shortening, oxidative damage, so-
matic mutations, mitochondrial damage and epigenetic changes
[2—8]. The age-related accumulation of altered proteins is of
particular interest because of the well-established contribution of
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specific protein aggregates in age-related protein misfolding dis-
orders, such as Parkinson's disease and Alzheimer's disease [9,10].
Protein aggregation during the aging process remains largely
uncharacterized, despite evidence suggesting an inverse correla-
ton with longevity. Multiple in vivo models, such as Caenorhabditis
elegans and Saccharomyces cerevisiae, exhibit an age-dependent
and widespread accumulation of different insoluble proteins
[11-13]. Indeed, a previous study in the worm showed that more
than 400 different proteins consistently become insoluble during
aging [11]. Moreover, various studies have shown that lifespan and
healthspan can be increased by reducing protein aggregates via
modulation of protein clearance pathways (i.e. autophagy, protea-
some) [14—21]. Furthermore, the recent quest for small compounds
to enhance longevity revealed several molecules with a dual effect
that increases lifespan and reduces protein aggregation [22—-24],
including established amyloid binding compounds [22,25]. Collec-
tively this data emphasizes the potential for targeting protein ag-
gregation for the purpose of extending longevity and improving the
health of our aged population.

Various aggregation inhibitors have been reported for amyloid-
beta, tau, z-synuclein and the prion protein [26—32].In the present
study, a group of known and structurally diverse protein

Please cite this article in press as: K Cuanalo-Contreras, et al, Delaying aging in Caenorhabditis elegans with protein aggregation inhibitors,
Biochemical and Biophysical Research Communications (2016), http://dx.doiorg/ 10.1016/j.bbrc2016.10.143



RESUMEN

El envejecimiento se define como la pérdida progresiva de la funcion que incrementa la
vulnerabilidad a los factores ambientales, enfermedades que conducen a la muerte. La evidencia
reciente sugiere que existe una acumulacion de distintas proteinas insolubles durante el
envejecimiento, incluso en ausencia de condiciones patoldgicas. La hipotesis de este trabajo
consiste en que durante el envejecimiento existe una acumulacion progresiva de agregados
proteicos de tipo amiloide y estos juegan un rol en el proceso de envejecimiento. Para explorar lo
anterior, se utilizd una bateria de técnicas dirigidas a la caracterizacion de la agregacion proteica
durante el envejecimiento en distintos modelos. Los resultados indican que existe un incremento
progresivo en la cantidad de proteinas insolubles, que presentan resistencia a la digestion y
reactividad a anticuerpos conformacionales anti-amiloide y a la tioflavina T, lo cual sugiere que
existe acumulacion de agregados amiloides durante la vida. Para elucidar si la agregacion proteica
juega un rol en el envejecimiento, se manipul6 in vivo dicho proceso utilizando inhibidores de la
agregacion, el tratamiento increment6 de manera significativa la vida y salud en C. elegans. En
este trabajo se propone un modelo en el cual, durante el envejecimiento, distintas proteinas sufren
plegamientos anémalos de tipo amiloides, lo que pudiera interferir con las funciones normales de
la célula y ocasionar el fenotipo observado en el envejecimiento. En conjunto, la evidencia
presentada sugiere que la acumulacion de agregados amiloides es una caracteristica conservada en
el envejecimiento y que la prevencion o remocion de los mismos pudiera ser una herramienta

terapéutica para extender los afios de vida activa y la salud.



ABSTRACT

Aging is defined as a progressive loss of function that increases the vulnerability to environmental
factors, disease and death. Recent evidence suggests that there is accumulation of many different
insoluble proteins during aging, even in the absence of pathological conditions. We hypothesize
that those proteins associate in amyloid aggregates and may play a role in the aging process, rather
than being just a consequence of it. Using a battery of different techniques, we performed a
characterization of the protein aggregation during aging in different models. We found a
progressive increase in the amount of insoluble proteins that exhibit resistance to digestion,
reactivity to amyloid conformational antibodies and thioflavin T, suggesting that there is
accumulation of amyloid aggregates during lifespan. To elucidate if protein aggregation plays a
role in aging, we manipulated the aggregation process in vivo using inhibitors of aggregation and
found that the treatment significantly extended lifespan and healthspan in C. elegans. We proposed
a model where, during aging, several proteins may suffer misfolding and accumulate in the form
of amyloids, which could interfere with normal cellular function and cause the phenotype observed
during aging. Taken together, the presented evidence suggests that the accumulation of amyloid
aggregates is a conserved feature of aging and that the prevention or removal of such aggregates
could be an interesting anti-aging therapeutical approach that will be helpful to extend the years

of active and healthy life.
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CAPITULO |

1.1  ANTECEDENTES

El estudio de las causas del envejecimiento es uno de los problemas més desafiantes y ain no
resueltos en la biologia. El interés publico y cientifico en este campo se ha incrementado
considerablemente, no sélo porque la mayoria de las personas esperan vivir hasta una edad
avanzada, sino porque desean evitar los cambios relacionados con la edad que finalmente
desembocan en incapacidad fisica y enfermedades.

Para el afio 2050, la poblacion mundial mayor de 60 afios se triplicara y pasara de 600 millones a
2000 millones. La mayor parte de ese aumento se producira en los paises menos desarrollados [1].
En lo que respecta a México, las transiciones demograficas y epidemiol6gicas provocan que
nuestro pais experimente un proceso de envejecimiento demografico que incrementa los nimeros
absolutos y porcentuales de la poblacion en edad avanzada. Se proyecta que para el 2030 en
México habra 15.2 millones de personas con mas de 65 afios, lo que corresponde al 11.7% de la
poblacion [2].

Este cambio demogréfico tiene varias consecuencias para la salud publica, ya que a pesar de que
la expectativa de vida ha aumentado, el estado de salud no se ha mejorado proporcionalmente y
parece que el envejecimiento es el mayor factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cronicas, lo cual implica un aumento en los costos derivados del tratamiento de dichas
enfermedades. Gozar de buena salud es fundamental para que las personas mayores mantengan su

independencia y puedan tener un lugar tanto en la vida familiar como en su comunidad [1].

El envejecimiento es un proceso conservado evolutivamente que se caracteriza por la acumulacion

progresiva y generalizada de cambios con respecto al tiempo, especificamente relacionados con la
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alteracion bioquimica en la composicion tisular y la pérdida de funcién, que resultan en un
incremento de la susceptibilidad a padecer enfermedades, menor capacidad adaptativa,
vulnerabilidad a factores ambientales y un mayor riesgo de muerte [3,4]. Entre dichos cambios, se
encuentran la pérdida de masa muscular y 0sea, alteraciones metabdlicas, disminucién en la
funcion cognitiva, renal, pulmonar, endocrina e inmune [5]. Se ha propuesto que el envejecimiento
es regulado a través de una interaccion estrecha entre el genoma y el ambiente [3]. La naturaleza
del proceso de envejecimiento ha sido sujeto de una gran especulacion. Se han postulado mas de
300 teorias [6] muchas de las cuales son contradictorias entre si. Actualmente no existe una teoria

universal que explique dicho proceso.

I.1.1 Teorias del envejecimiento

Las teorias del envejecimiento pueden dividirse en dos grandes ramas, teorias del error y teorias
de la programacion. Las teorias del error sustentan que el envejecimiento es producto de la
acumulacioén gradual de dafio molecular (DNA, lipidos, proteinas). Mientras que las teorias de la
programacion argumentan que los organismos estan programados para envejecer y vivir por un
periodo de tiempo genéticamente determinado [3,6-8]. A continuacion, se presenta un breve

resumen de las teorias del envejecimiento con mayor aceptacion en la actualidad.
1.1.1.1 Teoria del estrés oxidativo

El envejecimiento es producto de la acumulacion progresiva e irreversible de dafio molecular
causado por radicales libres, la mayoria de ellos generados durante el metabolismo oxidativo de la
mitocondria. En una célula joven existe un balance adecuado entre el dafio oxidativo y los
mecanismos antioxidantes de defensa exdgenos (ej. Vitamina C, E) y enddgenos (enzimas

antioxidantes), mientras que una célula envejecida ha perdido en gran medida esa capacidad. Las
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células postmitéticas envejecen mas rapidamente pues acumulan dafio oxidativo a lo largo del
tiempo y sufren més cambios relacionados con la edad (disfuncion de los organelos, senescencia

y muerte) [3,6-8].

1.1.1.2 Teoria metabdlica

La tasa metabdlica (consumo energético) de una especie determina su expectativa de vida. En esta
ruta esta involucrada la desregulacion de la funcion del IGF-1 (factor de crecimiento insulinico
tipo 1) que a su vez regula la actividad de los factores de transcripcion FOXO que inducen la
expresion de enzimas de defensa antioxidante y de resistencia al estrés térmico. Los modelos con

mutaciones funcionales en esta ruta, exhiben un incremento en la longevidad [3,6-8].

1.1.1.3 Teoria del dafo al DNA

El dafio al DNA se incrementa durante el envejecimiento pues es acumulativo, extensivo y no
puede ser reparado. Durante el envejecimiento la capacidad de los sistemas de reparacion de DNA
disminuye. Entre los sistemas que mas se ven afectados se encuentran el supresor de tumores p53,
que esta implicado en el mantenimiento de la estabilidad gendmica y tiene un rol en la respuesta
al dafio del DNA celular y la helicasa WRN, que es una exonucleasa que posee una funcion en la

replicacion del DNA y mantenimiento de los telomeros [3,6-8].

I.1.1.4 Teoria epigenética

Durante el envejecimiento existen cambios en los patrones epigenéticos que contribuyen a un
desequilibrio en la funcion celular y consecuentemente a la aparicion de enfermedades
relacionadas con el envejecimiento [9]. La metilacion de las regiones CpG disminuye con el
envejecimiento debido a una declinacion progresiva de la actividad de las DNA metiltransferasas.

Otras enzimas que pierden su actividad durante el proceso de envejecimiento son las sirtuinas
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(silent information regulators), que son una familia de histonas desacetilasas clase 111 dependientes
de NAD+ que se activan como respuesta al estrés con el objetivo de proteger y estabilizar el

genoma, por lo tanto la reparacion del DNA disminuye [8-10].

1.1.1.5 Teoria del acortamiento de los telémeros

Sostiene que el acortamiento progresivo de los telomeros (TTAGGG) es la causa del
envejecimiento, al provocar senescencia en la célula y limitar el nimero de divisiones de la misma,
lo que resulta en la detencidn del ciclo celular una vez que estos llegan a una longitud limite (limite
de Hayflick). Los telémeros disminuyen la inestabilidad gendmica pues la secuencia telomérica
GGG es un sitio de dafio oxidativo frecuente que provee proteccion contra el dafio a otros sitios
del DNA. La telomerasa es la enzima que mantiene la longitud de los telémeros al afiadir
secuencias teloméricas repetidas. Durante el envejecimiento la actividad de esta enzima disminuye

[11].

I.1.2 Plegamiento anémalo de proteinas y envejecimiento

Las proteinas son macromoléculas clave que llevan a cabo diversas funciones en los organismos
vivos, incluyendo la replicacion del material genético, mantenimiento de la estructura celular,
catabolizan reacciones metabolicas, participan en la sefializacion y adhesion celular, respuesta
inmune, transporte de moléculas etc. La vida depende de la funcién apropiada de miles de
proteinas, la cual a su vez depende de la adquisicion de un plegamiento correcto biol6gicamente
funcional.

Las proteinas se encuentran en continuo riesgo de sufrir dafios, plegamiento anormal, agregacion
y como resultado originan toxicidad y enfermedad. Actualmente hay al menos 30 enfermedades

humanas reportadas que estan asociadas al plegamiento anormal de proteinas, donde al menos una
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proteina en particular sufre un plegamiento andmalo y se acumula en una estructura fibrilar bien
organizada, conocida como amiloide [12,13]. La lista incluye varias enfermedades
neurodegenerativas como enfermedad de Alzheimer, Parkinson, Huntington, asi como desordenes
sistémicos entre los cuales se encuentran la diabetes tipo 11 y amiloidosis secundaria [14]. El campo
de la agregacion proteica se ha ampliado desde 1998, cuando se demostré que dos proteinas (no
relacionadas con ninguna amiloidosis) poseian la capacidad para formar agregados in vitro [15,16].
Se ha sugerido que bajo condiciones propicias para la desestabilizacion estructural (pH &cido,
temperatura elevada, ausencia de ligandos o concentraciones moderadas de sales), se
desestabilizan las interacciones terciarias (puentes de hidrégeno principalmente) y se favorecen
los contactos secundarios. De tal manera, que la proteina se pliega formando una estructura
globular en la que las interacciones secundarias se mantienen pero los residuos hidrofébicos,
ocultos normalmente, se exponen al solvente. La estabilidad fisicoquimica se reduce y permite que
los mondmeros parcialmente desplegados se organicen en oligdémeros que eventualmente podrian

convertirse en fibras maduras [16,17].

Un factor de riesgo para el desarrollo de la mayoria de desérdenes del plegamiento anormal de
proteinas, en particular enfermedades neurodegenerativas, es el envejecimiento [18]. Lo anterior
indica que las células y tejidos envejecidos son mas susceptibles a la formacion y acumulacion de
agregados proteicos relacionados con procesos patologicos. Recientemente se ha reportado que la
acumulacién de cientos de proteinas insolubles, pudiera ser un proceso que ocurre normalmente
durante el envejecimiento, con una coincidencia substancial entre las proteinas insolubles
reportadas en distintas especies [19-22]. Sin embargo, hasta el momento no se cuenta con una
caracterizacion de los agregados generados durante dicho proceso y se desconoce el rol de los

mismos en la disminucion progresiva de la funcion celular y tisular. Diversos estudios indican que
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existe un nivel elevado de hidrofobicidad proteica en cerebros de ratas envejecidas [23].
Adicionalmente, un estudio en Drosophila reporté la acumulacion de agregados proteicos
insolubles en detergente en distintos tejidos durante el envejecimiento [24]. En el caso de
Caenorhabditis elegans, se ha identificado el proteoma insoluble durante el envejecimiento, por
medio de la extraccion de proteinas y posterior identificacion usando espectroscopia de masas. El
analisis computacional de estas proteinas indicO que tienen una alta propension para formar
laminas B y los andlisis in vivo han demostrado que algunas de esas proteinas tienden a acumularse
y formar estructuras similares a agregados [19]. La observacion de que la longevidad en C. elegans
se incrementa al realizar un silenciamiento selectivo de las proteinas insolubles y susceptibles a la
agregacion, es un indicativo de que la acumulacion de proteinas insolubles no es una simple
consecuencia durante el envejecimiento [19]. Otra evidencia que apunta hacia la misma direccion,
es el hecho de que al administrar compuestos que se unen a amiloides fue posible incrementar la
longevidad en el nematodo, apoyando la importancia del rol de los agregados proteicos en el
envejecimiento [25]. Un efecto similar fue observado a traves de la estimulacion especifica de las
rutas celulares involucradas en la remocién de los agregados proteicos en C. elegans, Drosophila

melanogaster y Mus musculus [26-29].

I.1.3 Plegamiento proteico anormal y formacién de agregados de proteinas

El plegamiento normal de una proteina depende de la secuencia de aminoécidos de la misma y de
la maquinaria de plegamiento celular. Sin embargo, bajo ciertas circunstancias como estrés o
mutaciones, suceden procesos anormales de plegamiento que finalmente desembocan en la
agregacion proteica y pueden resultar en la pérdida de la funcion de la proteina o en la generacion
de estructuras toxicas para la célula. Los eventos de plegamiento anomalo se han relacionado con

algunas patologias [14,30-33].
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La agregacion proteica parece ser una propiedad general de las cadenas polipeptidicas, relacionada
con el esqueleto peptidico e independiente de la secuencia aminoacidica. A pesar de las diferencias
estructurales y quimicas de las proteinas que forman agregados amiloides, éstos poseen
caracteristicas estructurales y bioquimicas similares. Los depositos de proteinas alteradas
conformacionalmente se organizan en estructuras oligoméricas insolubles. Tienen un plegamiento
que favorece la agregacion en estructuras de hoja B-plegada, lo que les confiere resistencia a la
proteolisis y depuracion celular. Adicionalmente, tienen la caracteristica de unirse al colorante
tioflavina, lo que se ha explotado para su deteccidn y cuantificacion. Se ha sugerido que la
tioflavina se une a la superficie de las hojas B-plegada a lo largo de los canales formados en la
arquitectura de los agregados amiloides [30].

Los procesos de agregacién proteica se caracterizan por ser lentos y organizados. Uno de los
modelos mas aceptados para la formacion de estructuras amiloidogénicas es el modelo de
nucleacion-polimerizacion, que consiste en una cinética particular que se encuentra definida por
dos fases (Figura 1). La primera es conocida como fase de retardo, en la que suceden los primeros
eventos de formacion de nicleos de polimerizacién. La segunda fase o fase exponencial, consiste
en un reclutamiento de nuevas unidades a los agregados previamente formados, resultando en una
gran carga de estructuras amiloides. Presuntamente, estos agregados estan relacionados con la
disfuncion y muerte celular. Se cree que la proteina involucrada, al adquirir una nueva
conformacién, pierde su funcién original produciendo alteraciones en procesos esenciales para el
desarrollo y sobrevivencia celular. También es posible que la nueva conformacion adquirida por
la proteina tenga efectos toxicos para la célula debido a la acumulacién del conférmero mal

plegado [30].
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(A) Conformacion (B) Intermediarios (C) Pequefios oligomeros (D) Protofibras (E) Agregados
nativa solubles con estructura hoja B-plegada intermediaras fibrilares insolubles
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Figura 1. Modelo de nucleacion-polimerizacién en el proceso de formacién de agregados
amiloides [30].

1.1.4 Compuestos inhibidores de la agregacion proteica

Existen compuestos que tienen la capacidad de inhibir la agregacion in vitro de proteinas asociadas
con enfermedades, tales como la proteina B-amiloide, tau, a-sinucleina y la forma patoldgica de la

proteina pridnica.

El mecanismo preciso de accion de estos compuestos se encuentra todavia en debate, sin embargo,
ensayos libres de células y estudios de dindmica molecular sugieren que reconocen directamente
las conformaciones asociadas a agregados proteicos [34-39]. Dicha caracteristica los hace
particularmente interesantes para estudiar sus efectos in vivo, donde se ha reportado que varias
proteinas forman agregados. La miricetina, quinacrina, curcumina y lacmoide son inhibidores de
la agregacion de la proteina B-amiloide y de tau [38-43]. Adicionalmente, la disrupcion de los
agregados de a-sinucleina y tau puede lograrse con el negro de clorazol y la rodanina,

respectivamente [35,40,44]. La quinacrina posee las actividades mencionadas anteriormente y
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ademas inhibe la fibrilacion de la proteina pridnica [45]. A pesar de que no hay estudios que
demuestren que el ANSA actiia como inhibidor de la agregacion proteica, se ha reportado que tiene
la capacidad de unirse a las regiones hidrofobicas de especies oligoméricas prefibrilares de la
proteina B-amiloide [46] y se usa como una sonda fluorescente para identificar cambios

conformacionales de proteinas [47].

I.1.5 Proteostasis

Los mecanismos de sintesis, plegamiento y degradacién de proteinas son conocidos en conjunto
como homeostasis de proteinas o proteostasis [48,49]. La red de proteostasis controla la
concentracion, localizacion subcelular, plegamiento a través de chaperonas y enzimas, la
degradacion proteica mediada por el proteasoma, lisosoma y autofagia, entre otras. La degradacion
de proteinas dafiadas o alteradas es un evento esencial para preservar la funcion celular. Los
defectos en la proteostasis cominmente conducen a un plegamiento aberrante, agregacion y
acumulacién de proteinas. El balance entre la sintesis y degradacion proteica (recambio proteico)
es cuidadosamente mantenido en las células jovenes, sin embargo con el paso del tiempo la
acumulacién de proteinas alteradas excede la capacidad de dicha maquinaria, lo que ocasiona que
durante el envejecimiento se acumulen proteinas dafiadas [19-21] con la consecuente pérdida de
funcidn celular tipica del envejecimiento, produciendo dafio celular y disfuncién tisular.

Enfatizando el rol de los agregados proteicos en el envejecimiento, se ha reportado que la
estimulacidn de las rutas celulares involucradas en la degradacion de agregados proteicos usando
métodos tanto genéticos como ambientales, ha logrado incrementar el tiempo de vida en diversos

organismos modelo [26-29].

En la célula eucariota existen dos mecanismos para la degradacion de las proteinas dafiadas, la

autofagia y el sistema de degradacién ubiquitina proteasoma [50].
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[.1.5.1 Autofagia

La autofagia es un proceso catabolico que consiste en la degradacion de componentes celulares
dentro del lisosoma. Normalmente se activa durante condiciones de estrés, como un mecanismo
de proteccion para asegurar la sobrevivencia y la homeostasis celular. A pesar de que se considera
como un proceso adaptativo, algunos estudios sugieren que un nivel basal de autofagia se
encuentra siempre activo [51]. Existen tres tipos de autofagia, dependiendo de los mecanismos
utilizados para la captura y degradacion de sustratos: autofagia mediada por chaperonas,
microautofagia y macroautofagia. En la autofagia mediada por chaperonas, las proteinas que
contienen el péptido KFERQ son reconocidas por la proteina de choque térmico Hsp70 y
transportadas al lisosoma para su hidroélisis. La microautofagia es un proceso en el cual algunas
porciones del citosol son englobadas en lisosomas, sin la intervencion de chaperonas. La
macroautofagia involucra el secuestro de organelos dafiados o de agregados proteicos grandes en
vesiculas de carga conocidas como autofagosomas, que transportan sus contenidos al lisosoma

para su degradacion [52].

La autofagia juega un rol en los desérdenes del plegamiento de proteinas, asi como en el
envejecimiento. Se ha descrito la acumulacion de vacuolas autofagicas en distintos procesos
neurodegenerativos, y se sabe que algunas proteinas con tendencia a la agregacion y relacionadas
con distintas enfermedades, tales como la enfermedad de Alzheimer (tau), Parkinson (a-
sinucleina) y Huntington (huntingtina), son sustratos de la autofagia [53-55]. Adicionalmente, se
ha reportado que la elevacion de los niveles de autofagia reduce la acumulacion de agregados de
huntingtina, asi como su toxicidad en modelos celulares, de Drosophila y de raton [56-59]. Asi
mismo, la inhibicion de la autofagia exacerba la agregacion proteica y toxicidad en estos modelos.

En un modelo de ratdn de la enfermedad de Alzheimer, la delecidn de la proteina beclina 1 (que
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participa en la regulacion de la autofagia) causo una reduccion de la autofagia, lo cual incrementd
la neurodegeneracion relacionada con la enfermedad, incluyendo la deposicion extra e intracelular
de la proteina B-amiloide. Al realizar la recuperacion parcial de la autofagia a través de la expresion
de beclina 1, fue posible reducir la patologia. De manera similar, al estimular farmacol6gicamente
la autofagia, se observo un incremento en la remocion de agregados de la proteina f-amiloide en
un modelo de ratdén de Alzheimer [60,61]. La reduccion especifica de la autofagia en el sistema
nervioso central a través de una deficiencia condicional de atg7 (gen blanco de la autofagia 7),
resultd en la pérdida de neuronas piramidales en el hipocampo, corteza y células de Purkinje en el
cerebelo [62]. Un resultado similar se obtuvo al reducir los niveles de autofagia a través de la
deficiencia selectiva de atg5 y atg7 en neuronas [63,64]. En lo que respecta al rol de la autofagia
en el envejecimiento, la pérdida de la funcién de Atgl, Atg7, Atgl8 y beclina 1 reduce la
longevidad de C.elegans [65]. Ademas, se sabe que durante el envejecimiento, la expresion
cerebral de Atg5, Atg7 y beclina 1 se encuentran disminuidas. La primer evidencia sugiriendo que
un incremento en la autofagia podia extender la vida, surgio a partir del descubrimiento de que la
restriccion caldrica incrementa la longevidad en varios modelos y que la abolicion de la autofagia
elimina el efecto de la misma [66]. El analisis de los genes que se encuentran sobre-regulados
durante la restriccion cal6rica arrojo que la lipasa LIPL-4, participa en el mecanismo de extension
de longevidad al activar la respuesta autofagica a través de la produccién de acidos grasos poli-
insaturados Q-6. Los cuales, inducen la autofagia e incrementan la longevidad en condiciones que
no recapitulan la restriccion calorica [67]. De tal manera que la evidencia sugiere que la autofagia
juega un rol fundamental en el entendimiento del proceso de envejecimiento y en la extension de

la vida.
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1.1.5.2 Sistema de degradacion ubiquitina-proteasoma (UPS)

El sistema de degradacion ubiquitina-proteasoma (UPS) es un sistema proteolitico en el citosol de
las células eucariotas. La degradacion por el UPS se inicia cuando la proteina sustrato se conjuga
con ubiquitina, que es un polipéptido de 76 aminoacidos altamente conservado. La conjugacion de
la ubiquitina se logra a través de un mecanismo enzimatico secuencial que involucra 3 clases de
enzimas. Primero, la enzima activadora de ubiquitina (E1), activa un residuo de glicina del extremo
carboxi-terminal de la ubiquitina a través de un mecanismo dependiente de ATP. La ubiquitina
activada se transfiere posteriormente a la enzima conjugadora de ubiquitina (E2). En el tercer paso,
la ubiquitina ligasa (E3) une la ubiquitina de la enzima E2 a un residuo de lisina de la proteina
blanco. Existen multiples tipos de E3, que reconocen distintos motivos proteicos, por lo que son
las responsables de la selectividad en el proceso. La misma cascada une moléculas adicionales de
ubiquitina a la ubiquitina primaria, formando una cadena de ubiquitina. Después de la
ubiquitinacion, las proteinas son reconocidas y degradadas por el proteasoma. Los proteasomas
activos se forman por la interaccién de particulas regulatorias proteasomales (19S) con una
particula central (20S), que contiene los sitios activos. Las particulas 20S se encuentran
normalmente libres dentro de la célula, en un estado inactivo. Para su activacion, la particula 19S
se ensambla con la 20S, lo cual permite el reconocimiento del sustrato poli-ubiquitinizado,
remueve las ubiquitinas y despliega el sustrato para translocarlo a la camara proteolitica.

Finalmente, el sustrato se degrada en pequefios péptidos [68].

Existe relacion entre una disminucion en la funcion del proteasoma y los desérdenes del
plegamiento de proteinas [69,70]. Por ejemplo, al atenuar farmacologicamente la funcion
proteasomal en ratas adultas, éstas desarrollaron sintomas Parkinsonianos y degeneracion de la

sustancia nigra pars compacta [71]. En el caso de la enfermedad autosomica de Parkinson, las
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mutaciones en el gen que codifica para una enzima E3 (Parkin), generan la acumulacion de
proteinas dafiadas y como consecuencia final, dafio neuronal [72,73]. En un modelo celular que
expresa la forma trunca de la proteina tau, la reduccion de la actividad proteasomal incrementd la
agregacion proteica y al activarla farmacoldgicamente, fue posible acelerar la degradacion de los
agregados [74]. Ya que una actividad proteasomal éptima es crucial para la homeostasis celular,

el proteasoma es un blanco importante en los desérdenes del plegamiento de proteinas.

Se ha sugerido también que una actividad proteasomal disminuida podria eventualmente promover
la agregacion de mas proteinas, generando toxicidad celular [75]. La generacion de modelos
animales transgénicos con defectos en la actividad proteasomal, es extremadamente dificil, debido
a la funcién fundamental del proteasoma. Sin embargo, bajo la inactivacién condicional de algunas
de sus subunidades en neuronas de la sustancia nigra, se observo la acumulacion de depésitos de
a-sinucleina [76]. Una limitacion del proteasoma para la remocion de agregados proteicos, es el
tamafio de los mismos, asi como su resistencia a la digestion. La cdmara central del proteasoma
tiene un tamafio de 13 angstroms. En un estudio reciente se demostr6 que los agregados proteicos
pueden bloquear la entrada a la cAmara central del proteasoma, disminuyendo su actividad y

ocasionando efectos devastadores para la proteostasis celular [77-80].

1.1.5.2.1 Estructura

El proteasoma eucariota es un complejo proteico multicatalitico en forma de barril, compuesto por
la subunidad catalitica 20S y dos particulas reguladoras 19S, necesarias para su actividad. La
subunidad 20S estd formada por 4 anillos heptaméricos apilados. Los anillos exteriores estan
compuestos por 7 subunidades o distintas que son proteoliticamente inactivas. Mientras que los

anillos exteriores contienen los sitios activos y se encuentran formados por siete subunidades 3
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distintas, de las cuales inicamente 1, B2 y B5 poseen actividad catalitica hacia diferentes sustratos.
Las subunidades a se necesitan para el ensamblaje apropiado de las subunidades  y sirven ademas

como acceso para las cdmaras internas (Figura 2) [81].
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Figura 2. Estructura del proteasoma eucariota. Modificado de [81].

1.1.5.2.2 Actividad proteolitica

Los proteasomas de los organismos eucariotas poseen tres actividades proteoliticas que digieren
distintos sustratos. La subunidad B5 (actividad tipo quimiotripsina) rompe el extremo carboxilo
adyacente a aminoacidos hidrofobicos, la subunidad B2 (actividad tipo tripsina) en sitios
adyacentes a amino&cidos basicos y la subunidad B1 (tipo caspasa) en sitios adyacentes a
aminoéacidos acidos [82]. Los proteasomas son responsables de la depuracion de proteinas dafiadas,
plegadas anormalmente o desnaturalizadas, asi como de la degradacion de proteinas de vida corta
y agregados proteicos [81]. También juegan un rol en la regulacién de los procesos de replicacion,

division celular, transcripcion, etc.
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1.1.5.2.3 Apertura

La particula 20S en eucariotas, existe en un estado de auto-inhibicion, debido a elementos
estructurales del dominio amino-terminal (N-terminal) de las subunidades o. Para permitir la
apertura y acceso a la cdmara proteolitica, el proteasoma debe interactuar con un complejo
regulatorio de tipo ATPasa. Las proteinas destinadas para la degradacion proteasomal son
marcadas con una cola de ubiquitina que sirve como sefial de reconocimiento por parte de la
particula reguladora 19S. Posteriormente las subunidades con funcion de ATPasa despliegan el
sustrato y lo pasan al centro proteolitico de la subunidad 20S donde es degradado en péptidos

pequefios [83].

1.1.5.2.4 Proteasoma y envejecimiento

El funcionamiento incorrecto y disminucion de la actividad proteasomal han sido relacionados con
el envejecimiento [27,84,85], pues se ve afectada la capacidad de remover proteinas dafiadas y
favorece el desarrollo de enfermedades. Por ejemplo, un modelo de ratén transgénico con
disminucion en la actividad tipo quimiotripsina del proteasoma presentd una reduccién en su
expectativa de vida asi como signos prematuros de envejecimiento [86]. Otro ejemplo que
relaciona la actividad proteasomal con el envejecimiento es el caso de Heterocephalus glaber, un
roedor con longevidad extraordinaria (aproximadamente 30 afios). Los estudios indican que este
animal presenta un incremento de tres a seis veces en la actividad proteasomal, promoviendo una
degradacion efectiva de proteinas dafadas [87]. Adicionalmente, el proteasoma puede ser activado
por manipulacion genética asi como por factores que afectan su conformacion, estabilidad o la
expresion de sus subunidades. La expresion ectopica de la subunidad Rpnll de la particula

reguladora 19S en Drosophila melanogaster, demostrO mantener la integridad proteasomal y
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suprimir la toxicidad de agregados de poliglutamina, ademas de extender la longevidad al ser
expresada durante etapas de la vida adulta [26]. Un resultado similar se observo al sobreexpresar
la subunidad Rpn6 en C. elegans. Mientras que al silenciarla se observo el efecto contrario [27].
Por lo tanto, preservar una actividad proteasomal 6ptima durante el envejecimiento pudiera ser

una estrategia interesante para prolongar la vida y prevenir el desarrollo de enfermedades.

1.1.5.2.5 Proteasoma arqueano

El proteasoma 20S de las arqueas es el precursor evolutivo del proteasoma eucariota. Es similar
en estructura, nimero de subunidades y mecanismo catalitico. Consiste de 4 anillos heptaméricos
apilados, formados por subunidades o y [ idénticas, siendo todas las subunidades f3
proteoliticamente activas y de amplia especificidad [88]. En las arqueas, las subunidades a se
ensamblan espontaneamente para formar los anillos heptaméricos que serviran como base para la

formacion de los anillos conformados por las subunidades B [89].

El proteasoma de la arquea Thermoplasma acidophilum ha sido caracterizado, las 7 subunidades
a y B son idénticas [90]. La falta de diversidad de las subunidades B tiene una implicacion
importante, pues significa que los sitios activos en la camara central son mas numerosos que sus
contrapartes eucariotas (en los que las 7 subunidades 3 son distintas y solo 3 presentan actividad
proteolitica), resultando en 6 sitios activos (3 por cada anillo heptamérico). En arqueas como
Thermoplasma acidophilum existen 14 sitios activos [89,91]. Los proteasomas de arqueas
generalmente presentan actividad tipo quimiotripsina, sin embargo para el caso de Thermoplasma
acidophilum se han reportado las 3 actividades proteoliticas [91].

A pesar de que la estructura, enzimologia y bioquimica de los proteasomas eucariotas y procariotas

es muy similar, el mecanismo por el cual las proteinas son seleccionadas para su degradacion
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parece ser diferente. El proteasoma de las arqueas no posee el sistema de reconocimiento de
ubiquitina. Los residuos N-terminal de la subunidad o se encuentran estructuralmente
desordenados y hay datos bioquimicos que indican que algunos péptidos pueden tener acceso a la
camara interior incluso en la ausencia de un activador de tipo ATPasa [89,91,92], sugiriendo que
los proteasomas arqueanos autolimitan el acceso del sustrato de una forma dinamica.

El proteasoma eucariota es capaz de acelerar la degradacién de proteinas propensas a la agregacion
de manera selectiva y con una mayor eficiencia que el proteasoma eucariota [92,93]. En un estudio
se demostr6 que el proteasoma arqueano promueve la degradacion de diversas proteinas con
tendencia a la agregacion proteica, entre ellas se encuentran una forma mutante de superdéxido
dismutasa 1 (SOD1), seis isoformas de tau y el receptor de andrdégenos con una region de

poliglutamina [93].

La evidencia anterior sugiere que es posible que la expresién del proteasoma arqueano in vivo,
pueda utilizarse como herramienta para degradar las proteinas dafiadas y agregadas generadas
durante el proceso de envejecimiento, proporcionando un sistema complementario y
probablemente mas eficiente al intrinseco, permitiendo un decremento en el envejecimiento

bioldgico y cronoldgico.

I.1.6 Modelos experimentales para el estudio del envejecimiento

El uso de humanos como sujetos para estudios de envejecimiento es complicado debido a
cuestiones éticas, la larga longevidad, influencias ambientales, etc. ES por eso que se han
desarrollado diversos modelos para estudiar la biologia del proceso de envejecimiento. Los méas

utilizados son Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster y
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Mus musculus. En este trabajo se utilizaron los modelos de Caenorhabditis elegans y Mus

musculus, los cuales se describen a continuacion.

[.1.6.1 Caenorhabditis elegans

En 1965, Sydney Brenner establecié a C. elegans como organismo modelo. Es un neméatodo no-
pardsito miembro del phylum Nematoda, no segmentado con un cuerpo cilindrico. Una gran
cantidad de caracteristicas hacen de C. elegans un modelo particularmente ventajoso para estudios
de envejecimiento. Su periodo de vida es de aproximadamente 15 dias, por lo que los experimentos
pueden ser concretados en un tiempo relativamente corto. Su ciclo de vida estd formado por 4
etapas larvarias (L1, L2, L3 y L4) y una fase adulta. Los parametros para medir su envejecimiento
bioldgico y cronoldgico estan caracterizados [94]. Es pequefio (1 mm en la fase adulta), por lo cual
un gran namero de animales pueden ser criados y manipulados en el laboratorio. Es un organismo
que esta formado por 959 células y es transparente en todas las etapas de su vida por lo cual es
posible visualizar su interior por microscopia. EI genoma es pequefio y esta totalmente
secuenciado. C. elegans es hermafrodita con fertilizacion interna, lo que significa que tolera
homocigocidad total, por lo que es posible obtener cepas isogénicas y ademas es posible cruzar
hermafroditas con machos. El gusano es extremadamente resistente a enfermedades genéticas y
bajo las condiciones en las que se cultiva en el laboratorio no necesita moverse para alimentarse o
reproducirse. Los gusanos pueden ser conservados en nitrégeno liquido de tal forma que pueden

reservarse para uso futuro sin generar casi ningun costo [95].

1.1.6.2 Fibroblastos embrionicos murinos
Los cultivos primarios de fibroblastos embrionicos murinos (FEMs) son un modelo validado y

aceptado para el estudio del envejecimiento y la senescencia replicativa en células de mamifero,
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debido a que poseen una capacidad proliferativa finita que se correlaciona directamente con la
edad del organismo donante. Adicionalmente el estudio de células en cultivo permite tener un
ambiente controlado para el analisis de una variedad de procesos y mecanismos. La desventaja
radica en el aislamiento de las células de posibles elementos regulatorios presentes in vivo, tales
como interacciones célula — célula, célula — matriz, arquitectura tisular, suplemento apropiado de
oxigeno [96,97], etc.

La senescencia replicativa se define como una pérdida estable e irreversible de la capacidad
proliferativa acompafiada de distintos cambios bioguimicos y fenotipicos que se utilizan como
biomarcadores para identificar a las células envejecidas y senescentes. Entre estos marcadores se
encuentran [97]:

a) Cuantificacion de las duplicaciones de la poblacion celular durante el proceso de cultivo. Las
duplicaciones de poblacion se definen como el nimero de veces que las células se duplican. Lo
anterior se basa en la observacion de que durante el envejecimiento celular, el potencial
proliferativo disminuye. Generalmente, se calcula al registrar el nimero inicial de células y su
conteo después de un intervalo de tiempo definido.

b) Cambios morfoldgicos, que incluyen un incremento en el tamafio celular, tamafio nuclear,
namero de células multinucleadas, nimero incrementado de vacuolas, etc.

c) Disminucion de la capacidad proliferativa, que puede medirse con el ensayo de incorporacion
de 5-bromodeoxiuridina, que es un analogo de la timidina. Una reduccidn en la incorporacién de

esta sustancia es indicativa de una menor proliferacion celular.

1.1.6.3 Mus musculus

El ratén es un modelo mamifero con una longevidad corta, similar en fisiologia y funcion celular

a los humanos. Los sistemas musculo-esquelético, inmune, enddcrino y digestivo de ratones y
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humanos son similares en funcion y arquitectura. Los cambios relacionados con el envejecimiento
en la funcion cardiaca y hepética han sido modelados en raton. A pesar de que el cerebro del raton
es menos complejo que el humano, existen muchas similitudes entre los sistemas nerviosos de
ambas especies. El raton es un buen modelo pues combina la complejidad de un sistema de
mamifero con un bajo costo de manutencién y una longevidad corta (1.5 a 2 afios en promedio)
[98]. Adicionalmente, debido a su reducida expectativa de vida es posible llevar a cabo estudios
longitudinales y analizar tejidos en distintas etapas del envejecimiento. A pesar de las ventajas del
ratbn como modelo, existen diferencias importantes con respecto a los humanos, por ejemplo, los
ratones poseen teldmeros largos y una alta actividad de la enzima telomerasa. Ellos pueden
sintetizar vitamina C, pero los humanos no. Los ratones no desarrollan todas las enfermedades
tipicamente asociadas con el envejecimiento en humanos, por ejemplo, enfermedades
cardiovasculares o enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, los ratones exhiben una disminucién

cognitiva y de memoria que emula los cambios observados en seres humanos [4,99].
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1.2 JUSTIFICACION

Las proyecciones indican que en 40 afios la poblacién mayor de 60 afios se triplicara. EI proceso
de envejecimiento no solo conlleva a una disminucion en la calidad de vida, sino que ademas
incrementa el riesgo de aparicion de diversas enfermedades. Por lo tanto, al entender la naturaleza

del proceso de envejecimiento serd posible extender la salud y los afios de vida activa.

El colapso en la proteostasis y la acumulacion de proteinas insolubles han sido reportados en
diversos modelos experimentales durante el envejecimiento. Sin embargo, hasta el momento no se
ha determinado si se trata de agregados proteicos, ni se ha realizado una caracterizacion detallada
de los mismos. Asi mismo no se ha determinado la contribucion de la agregacion proteica en el
envejecimiento. En este estudio se propone que la acumulacion de proteinas con conformaciones
alteradas y la consecuente formacién de agregados entre ellas juegan un rol en el proceso del
envejecimiento. El impacto no se limita al entendimiento del proceso del envejecimiento, ya que
ademas puede abrir la puerta para la generacion de nuevas terapias cuyo objetivo sea el prevenir

el dafo fisioldgico generado durante dicho proceso.

1.3 HIPOTESIS

Durante el envejecimiento existe una acumulacion progresiva de agregados proteicos de tipo

amiloide y estos juegan un rol en el proceso de envejecimiento.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo general

Analizar la agregacion de proteinas en el proceso de envejecimiento en los modelos

Caenorhabditis elegans y Mus musculus.
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1.4.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar los agregados proteicos generados durante el envejecimiento en los modelos
Caenorhabditis elegans, FEMs y Mus musculus.

2. Inhibir farmacolégicamente la agregacién proteica como estrategia para retrasar el
envejecimiento en Caenorhabditis elegans.

3. Manipular la proteostasis en Caenorhabditis elegans como estrategia para alterar el

envejecimiento.
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CAPITULO II. Parte experimental

1.1 Caracterizacion de los agregados proteicos generados durante el envejecimiento en los

modelos Caenorhabditis elegans, FEMs y Mus musculus

La caracterizacion se realizd usando una bateria de métodos establecidos para el andlisis de la

agregacion proteica. A continuacion, se presenta el esquema metodoldgico.

Coleccion de

las muestras

Anélisis de la
agregacion
proteica

Cuantificacion Ensayo de
de proteinas resistencia a la
insolubles digestion

Ensayo de Ensayos
tioflavina T inmunogquimicos

Figura 3. Esquema metodoldgico utilizado para la caracterizacion de los agregados proteicos
durante el envejecimiento en los modelos seleccionados.
II.1.1 Grupos experimentales
I1.1.1.1 Cultivo y coleccidn de Caenorhabditis elegans

Para los experimentos realizados en C. elegans se colectaron 3 grupos de edad a los dias 1, 5y 10
de vida adulta. Se utilizo la cepa CF512 que posee una mutacion sensible a la temperatura la cual

inhabilita su reproduccion a 25 °C. La cepa fue obtenida a traves del Caenorhabditis Genetics
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Center (CGC), University of Minnesota (http://www.chs.umn.edu/CGC/) y mantenida a 25 °C en
placas Petri de 100 mm, con medio de crecimiento de nematodos (NGM, nematode growth
medium) en presencia de Escherichia coli OP50. Para obtener los cultivos sincronizados, se
extrajeron huevecillos fertilizados de hermafroditas gravidas utilizando solucidn de lisis. Una vez
que los adultos fueron lisados, los huevecillos se lavaron en solucion amortiguadora M9 y se les
permitié eclosionar durante toda la noche en medio S. Al siguiente dia, los neméatodos se colocaron
en platos con medio NGM y Escherichia coli OP50. Esta cepa de E. coli es un auxétrofo que solo
puede proliferar en presencia de uracilo, lo cual permite controlar su crecimiento en medio NGM,
dicha caracteristica es necesaria pues facilita la observacién de los nematodos [100]. Los
nematodos fueron transferidos cada tercer dia a platos frescos hasta el momento de su coleccion.
La coleccidn se realiz6 usando 10 ml de agua destilada (dH-O) por plato y la suspension obtenida
fue centrifugada 3 veces a 1500 rpm por 1 min para remover los residuos bacterianos adheridos al
exterior de los neméatodos. Posteriormente los neméatodos colectados se colocaron en 10 ml de
dH-0 en agitacion suave para remover las bacterias presentes en el sistema digestivo. Las muestras

colectadas fueron congeladas y almacenadas a -80 °C hasta el momento de su analisis.
11.1.1.2 Cultivo y coleccion de FEMs

Para los experimentos realizados en fibroblastos de embrion murinos (FEMs) se colectaron
muestras a las poblaciones duplicadas 3 y 8. Los cultivos primarios de FEMs fueron obtenidos
siguiendo un protocolo reportado previamente [101]. Brevemente, se sacrifico una hembra prefiada
tipo silvestre al dia 14 post-coito, se extrajeron los embriones de la cavidad uterina, la cabeza y
organos fueron removidos y lavados en amortiguador salino de fosfatos (PBS, HyClone).
Posteriormente el tejido fue triturado utilizando un bisturi y digerido por 15 minutos a 37 °C con

1 ml de tripsina 0.05% (Invitrogen) y 100,000 unidades de DNasa | (Thermo Fisher) por embrién.
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Las células obtenidas fueron disociadas con una pipeta, la tripsina fue inactivada con medio de
cultivo para FEMs y la suspension se centrifugé a 300 g por 5 min. La pastilla se colect6 y
resuspendiod en medio para FEMs, las células se sembraron en platos para cultivo celular de 150
mm (Denville) pre-tratados con gelatina 0.2%. Los fibroblastos son las Unicas células que tienen
la capacidad de adherirse a los platos pretratados. Una vez alcanzada una confluencia del 70-80%
se realizaron pasajes secuenciales a una dilucion 1:4. Las muestras colectadas fueron congeladas

y almacenadas a -80 °C hasta el momento de su analisis.
11.1.1.3 Mus musculus

Los ratones fueron proporcionados por el bioterio de la Universidad de Texas, donde los animales
se mantuvieron en condiciones estandar y bajo la dieta PicoLab Rodent 20 (Labdiet) hasta el
momento de su sacrificio. Para los experimentos realizados en raton se colectaron muestras de
cerebro, corazon, higado e intestino de ratones tipo silvestre (cepas B6C3 y C57BL6) de 3 grupos
de edad: 3 meses, 12 meses y 24-27 meses. Los animales fueron perfundidos y las muestras fueron

congeladas y almacenadas a -80 °C hasta el momento de su analisis.

I1.1.2 Preparacion de homogeneizados totales
[1.1.2.1 Caenorhabditis elegans

Las muestras de C. elegans fueron procesadas en un homogeneizador Precellys 24 (Bertin
instruments) en presencia de microesferas de vidrio de 0.5 mm y solucion amortiguadora con
inhibidor de proteasas (CompleteMini, Roche). Se utiliz6 el programa de homogeneizacién a 5000
rpm por 15 segundos, 4 ciclos. Los restos no homogeneizados fueron removidos al centrifugar las

muestras a 450 xg por 5 minutos a 4 °C. Se determind la concentracion de proteinas por medio del
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método del &cido bicinconinico utilizando el sistema comercial Pierce MicroBCA Protein Assay

Kit (ThermoFisher), midiendo la absorbancia en un espectrofotometro a 562 nm.

11.1.2.2 FEMs

Las muestras de FEMs fueron homogeneizadas utilizando un homogeneizador con micropistilo en
presencia de solucion amortiguadora con inhibidor de proteasas (CompleteMini, Roche). Los
restos no homogeneizados fueron removidos al centrifugar las muestras a 450 g por 5 minutos a 4
°C. Se determind la concentracion de proteinas por medio del método del &cido bicinconinico
utilizando el sistema comercial Pierce MicroBCA Protein Assay Kit (ThermoFisher), midiendo la

absorbancia en un espectrofotdmetro a 562 nm.
11.1.2.3 Mus musculus

Las muestras de cerebro de raton fueron homogeneizadas manualmente con un homogeneizador
Dounce en presencia de solucion amortiguadora con inhibidor de proteasas (CompleteMini,
Roche). Las muestras de corazén, higado e intestino fueron procesadas en un homogeneizador
Precellys 24 (Bertin instruments) en presencia de microesferas de metal de 2.8 mm y tampon
acuoso con inhibidor de proteasas (CompleteMini, Roche). Se utilizaron 4 ciclos de
homogeneizacién a 5000 rpm por 20 segundos. Los restos no homogeneizados fueron removidos
al centrifugar las muestras a 450 g por 5 minutos a 4 °C. Se determin0 la concentracion de proteinas
por medio del método del acido bicinconinico utilizando el sistema comercial Pierce MicroBCA

Protein Assay Kit (ThermoFisher), midiendo la absorbancia en un espectrofotometro a 562 nm.
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I1.1.3 Caracterizacion de la senescencia en FEMs

[1.1.3.1 Poblaciones duplicadas (PD)
Para el calculo del niamero de PD se determiné el nimero total de células después de cada pasaje
usando una camara de Neubauer y se aplicd la siguiente formula [102]:

APD = log(nh/ni)/log2

Donde, nh es el nimero final de células en cada pasaje y ni es el nimero inicial de células.
11.1.3.2 Tincidn de faloidina

Para visualizar y cuantificar el tamafio celular, se utiliz6 la tincién de faloidina, que es un péptido
biciclico que se une selectivamente a la F-actina. Las células fueron fijadas por 5 minutos en
paraformaldehido al 4%. Para realizar la tincion se utilizé el sistema comercial ActinGreen 488
Ready Probes (ThermoFisher), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron
montadas usando el medio de montaje Vectashield (Vector Labs) que contiene DAPI para
contratefiir los nucleos. Las imagenes de las células fueron obtenidas con un microscopio de
fluorescencia Leica DMI 6000B. La cuantificacion se realiz6 con el programa Image J (RSB,

Reserve Services Branch, NIH).
11.1.3.3 Ensayo de incorporacion de 5-bromodeoxiuridina (BrdU)

Las células fueron tratadas por 24 horas con una solucién 10 uM de 5-bromodeoxiuridina (Sigma)
y fueron fijadas por 20 minutos en solucién de Bouin (Sigma) e incubadas toda la noche con el
anticuerpo primario anti-bromodeoxiuridina (Developmental studies hybridoma bank) dilucion
1:100 en solucidn Tris-Carragenina-Triton X-100 (TCT). Posteriormente se incubaron por 1 hora
con el anticuerpo secundario anti-raton conjugado a Alexa Flour 594 (Life technologies) dilucion

1:500 en solucion TCT. Las muestras fueron montadas y los nucleos contratefiidos usando el medio
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de montaje Vectashield con DAPI (Vector Labs). Las imégenes de las células fueron obtenidas
con un microscopio de fluorescencia Leica DMI 6000B. La cuantificacion se realizé con el

programa Image J.

I1.1.4 Extraccion y cuantificacion de proteinas insolubles

Los homogeneizados se sometieron a centrifugaciones seriales con el objetivo de colectar las
fracciones proteicas insolubles en detergente y analizarlas. La concentracion inicial de proteina
total de las muestras fue estandarizada a 2 mg/ml por el método del 4cido bicinconinico utilizando
el sistema comercial Pierce MicroBCA Protein Assay Kit (ThermoFisher). Las muestras fueron
tratadas con benzonasa (Sigma) a una concentracién de 65 unidades/ml de muestra y lipasa A
(Sigma) a una concentracion de 1.35 unidades/mg de proteina, e incubadas a 37 °C por 1 hora.
Para la extraccion de las proteinas insolubles, las muestras fueron sometidas a 4 centrifugaciones
a 20,000 x g por 1 hora a 4 °C; la primera en presencia de solucion amortiguadora, la segunda en
amortiguador a manera de lavado, la tercera en amortiguador con detergente (0.1% dodecilsulfato
de sodio, 1% desoxicolato de sodio y 1% Igepal) y la cuarta en amortiguador acuoso (20 mM
TRIS, 100 mM NaCl) a manera de lavado. La fraccion insoluble obtenida se resuspendié en
solucion amortiguadora y se sonico por 10 minutos a 100% A (amplitud) para posteriormente
realizar la cuantificacion proteica, que se realizé por el método del acido bicinconinico utilizando
el sistema comercial Pierce MicroBCA Protein Assay Kit (ThermoFisher). El porcentaje de
proteina presente en la fraccion insoluble se calculé tomando en cuenta la cantidad inicial de

proteina presente en los homogeneizados totales.

Para la electroforesis SDS-PAGE de las muestras de ratdn, los homogeneizados totales (diluidos

1:3) y las fracciones insolubles se sometieron a un proceso de desnaturalizacion a 100 °C por 10
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minutos en presencia del amortiguador de muestra NUPAGE LDS 1X (ThermoFisher) y ditiotreitol
(DTT) 50 mM. La electroforesis se realiz6 en geles BIS-TRIS 4-12 % (Bolt, ThermoFisher) por
30 min a 200V (PowerPac HC Power Supply, BioRad) en amortiguador NuPAGE MES SDS
(ThermoFisher). Los geles se tifieron por 1 hora en solucion de Coomassie y posteriormente se
destifieron con una solucion de acido acético glacial, agua y metanol. Las imagenes fueron

obtenidas con el escaner CanoScan8800F (Canon).

I1.1.5 Ensayo de tioflavina T

La fraccion de proteinas insolubles se obtuvo siguiendo el procedimiento descrito en la seccion
Extraccién y cuantificacion de proteinas insolubles, con la diferencia que la fraccién insoluble
obtenida se sonicd por 2 minutos a 30% A (amplitud). Las lecturas de fluorescencia se llevaron a
cabo a temperatura ambiente en presencia de una solucion 5 pM de tioflavina T (Sigma) a una
excitacion de 435 nm y emision de 485 nm, utilizando un espectrofotometro de fluorescencia
Hitachi F7000. Para determinar que la sefial observada proviene de la union de la tioflavina T a
proteinas, y no de union inespecifica, se realizd un tratamiento de las muestras con 1 mg/ml de
proteinasa K (PK, Sigma) por una hora a 37 °C, la digestion se detuvo utilizando fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 5 mM vy la sefial de fluorescencia se determiné bajo las condiciones

indicadas anteriormente.

Para el analisis de los espectros de emisién de fluorescencia de 200 nm a 900 nm de las fracciones
insolubles de muestras de raton, las lecturas de fluorescencia se llevaron a cabo a temperatura
ambiente en presencia de 5 uM tioflavina T (Sigma) a una excitacion de 435 nm, utilizando un

espectrofotometro de fluorescencia Hitachi F7000.
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I1.1.6 Ensayo de resistencia a la digestion proteica

Para el analisis de la resistencia a la digestion proteica en muestras de C. elegans y FEMs se
digirieron 19 pug de proteina del homogeneizado total de las muestras con 0.3 pug de Proteinasa K,
por una hora a 37 °C. Posteriormente se realiz6 una electroforesis SDS-PAGE seguida por tincion

de Coomassie.

La fraccion de proteinas insolubles de muestras de cerebro, corazén, higado e intestino de ratén,
se obtuvo siguiendo el procedimiento descrito en la seccion Extracciéon y cuantificacion de
proteinas insolubles, con la diferencia que la fraccién insoluble obtenida se sonicé por 2 minutos
a 30 A. Para la cuantificacion de la resistencia a la digestion proteica en la fraccion insoluble se
utilizé el método de precipitacion con metanol posterior a la digestion proteica. Brevemente, la
fraccion insoluble fue sometida a una digestion con PK (Sigma), a una proporcion de 0.3
microgramos de PK por cada 20 microgramos de proteina insoluble. La digestion se llevé a cabo
a 37 °C por una hora y fue detenida con PMSF 5 mM. Para precipitar la fraccion digerida, las
muestras se mezclaron con 4 vollimenes de metanol 100% y se incubaron a -80 °C por una hora.
Posteriormente se centrifugaron a 12,000 x g por 10 minutos. La pastilla fue colectada,
resuspendida y la cantidad de proteina no digerida fue determinada por el método del acido
bicinconinico utilizando el sistema comercial Pierce MicroBCA Protein Assay Kit

(ThermoFisher).

II.1.7 Técnicas inmunoquimicas

[1.1.7.1 Caenorhabditis elegans
Para la tincion de muestras de C. elegans se colectaron los neméatodos en amortiguador M9, se

removieron las bacterias presentes en el exterior y el interior; posteriormente se llevé a cabo el
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método de criofractura al colocar aproximadamente 1500 nematodos en un portaobjetos y
congelarlos en hielo seco por un periodo de 20 minutos. Se realizé la criofractura y las muestras
fueron fijadas en formaldehido 4% por 30 minutos, una vez terminado este paso, las muestras se
incubaron por 5 minutos en una solucion 0.1 M de glicina. Finalmente, las muestras se lavaron 3
veces con amortiguador para anticuerpos y se bloquearon por 1 hora con 3% de alblimina de suero

bovino.

Para la tinciéon con los anticuerpos conformacionales A1l y OC (Millipore), las muestras se
incubaron a temperatura ambiente durante una noche con los anticuerpos primarios (1:1000) y por
1 hora con el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a Alexa Flour 594 (Life technologies).
Las muestras fueron montadas y los nucleos contratefiidos usando el medio de montaje Vectashield
con DAPI (Vector Labs). Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio de fluorescencia

Leica DMI 6000B.
11.L1.7.2 FEMs

Los FEMs fueron sembrados en cubreobjetos esterilizados de vidrio para microscopio (Denville),
pretratados con gelatina al 0.2 %. Las células fueron fijadas por 5 minutos en paraformaldehido
4%. Para la tincion con los anticuerpos conformacionales A11 y OC (Millipore), las muestras se
incubaron a temperatura ambiente durante una noche con los anticuerpos primarios (1:1000) en
solucién Tris-Carragenina-Triton X-100 (TCT). Posteriormente se incubaron por 1 hora con el
anticuerpo secundario anti-conejo Alexa Flour 594 (Life technologies) en solucion TCT. Las
muestras fueron montadas usando el medio de montaje Vectashield con DAPI (Vector Labs). Las

imagenes de las células fueron obtenidas con un microscopio de fluorescencia Leica DMI 6000B.
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11.1.7.3 Dot blots

Se realizaron dot blots con los anticuerpos conformacionales A11 y OC (Millipore). Se colocaron
0.6 g de proteina por muestra en una membrana de nitrocelulosa, que fue bloqueada con solucién
al 10% de leche sin grasa y TBST. Las membranas se incubaron a 4 °C por toda la noche con el
anticuerpo primario (1:1000) diluido en una solucion al 5% de leche sin grasa y TBST.
Posteriormente las membranas se lavaron 3 veces por 10 minutos y se incubaron por una hora a
temperatura ambiente con anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a peroxidasa (Sigma) en
una solucion al 5% de leche sin grasa. La deteccion se realizo con el reactivo de deteccion para
western blot Amersham ECL (GE Healthcare), las iméagenes fueron obtenidas con el sistema

ChemiDoc (Biorad) y analizadas con el programa ImageJ.

1.2 Inhibicion farmacoldgica de la agregacion proteica como estrategia para retrasar el

envejecimiento en Caenorhabditis elegans

Para el estudio de la inhibicion farmacolégica de la agregacion proteica para alterar el
envejecimiento en C. elegans se realizaron estudios en medio liquido y medio sélido. EI esquema

metodoldgico se presenta a continuacion.
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Figura 4. Esquema metodoldgico utilizado para el estudio de la inhibicion farmacoldgica de la
agregacion proteica en Caenorhabditis elegans.

I1.2.1 Cultivo y mantenimiento de Caenorhabditis elegans

Para este estudio se utilizd la cepa C. elegans N2 (cepa salvaje) que se obtuvo a través del
Caenorhabditis  Genetics Center (CGC), de la Universidad de Minnesota

(http://lwww.cbs.umn.edu/CGC/). Para el cultivo en medio liquido se utilizd un protocolo
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reportado previamente [103]. Brevemente, se establecieron poblaciones sincronizadas al aislar
huevecillos de hermafroditas gravidas utilizando la solucion de lisis. Una vez que los adultos
fueron disueltos, los huevecillos se lavaron en amortiguador M9 y se les permitid eclosionar
durante toda la noche en medio S. La concentracion de larvas eclosionadas se ajustd a 100
neméatodos por ml usando medio S en presencia de 25 pg/ml de estreptomicina y 6 mg/ml de
Escherichia coli OP50. Posteriormente, en un plato de 96 pocillos con fondo transparente se
colocaron 120 pl de dicha solucion por pozo. Los neméatodos fueron incubados a 20 °C y una vez

que alcanzaron la etapa larvaria L4 se esterilizaron con fluorodeoxiuridina 120 pM (FUdR).

Los cultivos en medio solido se llevaron a cabo siguiendo una versién modificada de un protocolo
previamente reportado [104]. Brevemente, se permitié que un grupo de adultos hermafroditas
gravidos depositaran huevecillos por 2 horas en platos NGM con 25 pg/ml de estreptomicina 'y E.
coli OP50. Posteriormente, los adultos fueron eliminados, dejando los huevecillos en el plato, los
cuales se incubaron a 20 °C hasta su eclosion. Una vez que la etapa L4 fue alcanzada, se
transfirieron (25 nematodos por plato) a platos con NGM/estreptomicina/E.coli, 50 pM FUdR y

los compuestos seleccionados.

I1.2.2 Evaluacién de compuestos inhibidores de la agregacion en medio liquido

Los compuestos miricetina (Sigma), quinacrina (Santa Cruz Biotechnology), lacmoide (Sigma),
rodanina (Sigma), negro clorazol (Sigma), ANSA (Sigma) y curcumina (Sigma) fueron pasados
por un filtro de 20 um y administrados desde el primer dia de vida adulta a las concentraciones
7.5, 15, 30, 60, 120 y 240 pM; para el caso de la curcumina se utilizaron las concentraciones de
20 y 100 pM. Los experimentos fueron llevados a cabo en paralelo con los controles apropiados,

que recibieron el mismo volumen que el solvente utilizado en los grupos tratados (Tabla 1).
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Quinientos ug de E. coli OP50 fueron adicionados cada 5 dias y la cubierta de los platos se removio
periddicamente para permitir una oxigenacion apropiada. Para los estudios de longevidad, se
analizaron 30 neméatodos por condicion utilizando un microscopio invertido Leica DMI6000 B.
Los neméatodos que no mostraron movimiento durante el momento de la observacion se
consideraron como muertos.

Tabla 1. Compuestos y controles utilizados para la evaluacion de inhibidores de la agregacion en
medio liquido.

Compuesto Control
Miricetina 0.6% DMSO
Quinacrina H20

ANSA 0.4% DMF
Negro clorazol H20
Rodanina H20
Lacmoide 0.78% etanol
Curcumina 0.1% DMSO

I1.2.3 Evaluacion de la longevidad y estado de salud en medio solido

Se prepararon platos con medio NGM a los cuales se adicionaron soluciones prefiltradas de
miricetina (120 UM, concentracion final), quinacrina (7.5 uM, concentracion final), ANSA (120
UM, concentracion final) y curcumina (100 pM, concentracion final). Los platos fueron
almacenados en oscuridad a 4 °C hasta el momento de su uso. En paralelo, los grupos control

recibieron el mismo volumen de solvente que los grupos tratados.

Los nematodos se expusieron desde el primer dia de vida adulta a los compuestos y fueron
transferidos manualmente a platos frescos cada tercer dia. Se monitore6 la longevidad de 100

nematodos por grupo utilizando un microscopio de diseccion Leica MZ16F. Aquellos que no
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mostraron movimiento o respuesta al toque con un alambre de platino se consideraron muertos.

Los nematos que se localizaron fuera del medio de cultivo fueron excluidos del analisis.

Para el analisis del estado de salud se determind la tasa de bombeo faringeo al contar el niUmero
de contracciones en un intervalo de 30 segundos utilizando un microscopio de diseccion Leica

MZ16F. Se analizaron grupos de 30 nematodos por condicion.

I1.2.4 Analisis estadistico

Para crear las curvas de sobrevivencia se utilizo el analisis de Kaplan-Meier y se realizo la prueba
de log-rank para determinar la significancia, en el programa GraphPad Prism 5.02. Para el analisis
de los datos del estado de salud, se utiliz6 la prueba de T de student. Los analisis de sobrevivencia
se realizaron con la plataforma OASIS2 (Online Application for Survival Analysis 2) [105]. La
sobrevivencia promedio se calculé como el promedio de sobrevivencia de vida adulta. La
sobrevivencia media se calculé como el tiempo en el cual la sobrevida fraccional equivale el 50%.
La sobrevivencia maxima se calculé como el tiempo en el cual la sobrevida fraccional equivale al

10%.
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1.3

Manipulacién de la proteostasis en Caenorhabditis elegans como estrategia para alterar

el envejecimiento

Construccion del
plasmido con la
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arquebacterianas

Microinyeccion en
C. elegans
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Figura 5. Esquema metodoldgico utilizado para la manipulacion de la proteostasis en

Caenorhabditis elegans.
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I1.3.1 Clonacion y transformacion

El plasmido pRSET5a que contiene los genes para las subunidades o y B del proteasoma de
Thermoplasma acidophilum fue donado por el Dr. Wolfgang Baumeister. Se procedio a la
transformacion en E.coli DH5a competentes, la seleccion de las colonias por su resistencia a la
ampicilina y la extraccion del DNA plasmidico usando el sistema comercial Spin MiniPrep de
Quiagen. Se disefiaron los oligos con sitios de restriccion de las enzimas BamHI y Kpnl, para
realizar la amplificacion de las secuencias deseadas por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
y su posterior insercion en el vector (Tabla 2). Adicionalmente a la subunidad o se le afiadi6 una
etiqueta de estreptavidina (strep-tag) y a la subunidad  una etiqueta de hemaglutinina. Para la
expresion de las subunidades oy B en C. elegans se eligio el plasmido pCM1.57, que contiene un
promotor inducible de choque térmico que permite controlar la expresion de la informacion al

someter a los gusanos a temperaturas elevadas.
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Tabla 2. Codigos de acceso en la base de datos de nucle6tidos del NCBI para las subunidades o y
B del proteasoma de Thermoplasma acidophilum. Se incluyen ademas las secuencias de los oligos
disefiados (en verde el sitio de restriccion para BamHlI, en rojo el sitio de restriccion para Kpnl, en
mayusculas subrayada la secuencia de las etiquetas insertadas) y los ciclos seleccionados para la
PCR. En la segunda columna se muestra que la secuencia inicial no contiene los sitios de
restriccion, que se afiadieron posteriormente.

Caodigo NCBI pb | Secuencia de los oligonucle6tidos
a | X59507.1 726 | 5° gcgegGGATCCatgcaacagggccagatgg
BamHI: O sitios
Kpnl: 0 sitios 3
_ gcgcgGGTACCtcaTTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAAQgcgctga
Etiqueta de ggaattttttaacttcctect

estreptavidina

B | M83674.1 690 | 5° gcgcgGGATCCatgaatcagactttagaaactgg
BamHI: O sitios
Kpnl: 0 sitios 3
_ gcgcgGGTACCttaAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAgCC
Etiqueta de AGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAcagaattaatccgagcttcctga

hemaglutinina

PCR: 1. 98 °C/ 1 minuto 2. 98 °C/ 10 segundos 3. 65 °C/ 30 segundos. 30 ciclos. 4. 72 °C/10
minutos.

Los productos de PCR se purificaron usando electroforesis en un gel de agarosa 1% y se digirieron
por 2 horas a 37 °C, al igual que el plasmido pCM1.57. Los productos digeridos se purificaron
usando electroforesis y fueron ligados al plasmido incubando 1 hora a temperatura ambiente con
la enzima T4 DNA ligasa. Bacterias E. coli DH5a fueron transformadas con los productos de la
ligacién y las colonias fueron seleccionadas por su resistencia a la kanamicina. Se procedio a la
extraccion del DNA plasmidico y a la confirmacion de los insertos usando las enzimas de
restriccion BamHI y Kpnl. Asi mismo, las muestras fueron enviadas a secuenciar y fueron

analizadas con el programa de alineamiento Clustal W.
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I1.3.2 Microinyeccién

Se microinyectaron los plasmidos para la expresion de las subunidades a y p del proteasoma
argueano junto con un plasmido marcador de inyeccidn (proteina verde fluorescente), en la gonada
de adultos jovenes de C. elegans cepa salvaje. La confirmacion de que la microinyeccion fue
exitosa se realizé al analizar la progenie en busca de nemétodos fluorescentes, indicando la
presencia del arreglo extracromosomal. Adicionalmente se realizé la PCR utilizando un solo
gusano (1. 94 °C/2 minutos, 2. 94 °C/30 segundos, 3. 55 °C/30 segundos, 4. 72 °C/60 segundos, 5.
72 °C/10 minutos, 30 ciclos) y western blot (al inducir un choque térmico por 1 hora a 33 °C) para

confirmar la presencia y expresion de la informacién.

I1.3.3 Integracion

Para la integracion se utiliz6 la progenie fluorescente (etapa larvaria L4) de los nematodos
microinyectados, se agreg6 trimetil psoralen a una concentracion final de 50 pg/ml y
posteriormente los gusanos fueron irradiados con 350 mJ (x100) en un Stratalinker 1800 UV.
Posteriormente se dejo a los gusanos reposar por 5 horas en un plato con E. coli OP50 y se
seleccionaron 24 gusanos (P0) que fueron transferidos a 8 platos (3 gusanos por plato). Los PO se
transfirieron a platos frescos cada 24 horas por 3 dias y de la progenie (F1) se seleccionaron 100
gusanos fluorescentes que fueron colocados individualmente en 100 platos. De la progenie de F1
se seleccionaron 2 gusanos fluorescentes (F2) por plato, y fueron colocados en 200 platos. Se llevd
a cabo el analisis de la progenie de los mismos (F3) y se seleccionaron aquellas cepas en las que
se observo el 100% de los gusanos fluorescentes, indicando una integracion exitosa. Dichos
gusanos fueron colocados en platos conteniendo iIRNA para las etiquetas de

estreptavidina/hemaglutinina y fueron apareados con neméatodos cepa salvaje por 5 generaciones
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subsecuentes para eliminar posibles mutaciones indeseadas generadas durante el procedimiento.
Las lineas generadas de esta manera fueron analizadas con PCR empleando un solo neméatodo y
western blot (posterior a un choque térmico por 1 hora a 33 °C) para confirmar la presencia y

expresion de la informacion.

I1.3.4 Medicion de niveles de expresion y actividad proteasomal

Se realizé PCR en tiempo real para medir los niveles de expresion de las subunidades o y B del
proteasoma arqueano en los nematodos transgénicos generados (linea 55) bajo distintas
condiciones de induccion. Los tiempos y temperaturas de induccién seleccionados fueron los
siguientes: 25 °C, 29 °C y 33 °C por 20, 40 y 60 minutos. A manera de control se utilizaron
nematodos linea 55 no expuestos a choque térmico. Posterior a la induccion, se purifico el acido
ribonucleico (RNA) de los nematodos usando el sistema comercial RNeasy (Quiagen), para lo que
previamente se homogeneizaron y digirieron con PK a una concentracion final de 0.1 mg/ml por
30 minutos a 60 °C. Con el RNA purificado se realizé la PCR en tiempo real utilizando SYBR

Green (Molecular Probes) para la deteccion y cuantificacion de los productos amplificados.

Para medir los niveles de actividad proteasomal en C. elegans N2 y linea 55, se selecciond el
esquema de induccion de 33 °C por 60 minutos. A manera de controles se utilizaron nematodos
N2 y linea 55 no expuestos a choque térmico. Para evitar la contaminacién transgeneracional, los
nematodos fueron cultivados en presencia de FUdR. Se utiliz6 el sistema comercial de
cuantificacion de actividad proteasomal ab107921 (Abcam), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los neméatodos fueron homogeneizados en amortiguador para preservar la actividad
proteasomal y el homogeneizado resultante se centrifugd a 10,000 g por 15 minutos a 4 °C. La

concentracion de proteina total fue determinada por el método del acido bicinconinico utilizando
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el sistema Pierce MicroBCA (ThermoFisher). Se utilizaron 50 pl de muestra a una concentracion
de proteina de 0.5 pg/ul. Las mediciones se realizaron en paralelo con las muestras tratadas en
ausenciay presencia de 100 uM del inhibidor de actividad proteasomal MG132 a 37 °C. El sustrato
utilizado fue Succ-LLVY-AMC a una concentracion de 50 uM. Las muestras fueron incubadas
por una hora a 37 °C y la fluorescencia fue determinada a una excitacién de 380 nm y emision de

460 nm en un espectrofotometro de fluorescencia Hitachi F7000.
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CAPITULO I11: Resultados

I11.1 Caracterizacion de los agregados proteicos generados durante el envejecimiento en

Caenorhabditis elegans, FEMs y Mus musculus

Para cumplir con este objetivo se llevé a cabo un estudio en Caenorhabditis elegans, FEMs y Mus
musculus (cerebro, corazén, higado e intestino) con el propdsito de analizar la aparicion de
agregados proteicos en el envejecimiento y realizar su caracterizacion.

Los agregados proteicos de tipo amiloide se caracterizan por ser insolubles en detergente,
resistentes a la digestion con proteasas, unirse a tioflavina y a anticuerpos capaces de reconocer
conformaciones comunes, por lo que esas técnicas fueron utilizadas para la caracterizacion de

agregados generados durante el envejecimiento.

I11.1.1 Caracterizacion de la senescencia en el modelo de FEMs

Para el analisis de la agregacion, a diferencia de los modelos de C. elegans y Mus musculus en los
que se seleccionaron 3 grupos de edad: (dia 1, 5y 10) y (2, 12 y 24-27 meses) respectivamente;
para el modelo de FEMs, se seleccionaron dos grupos basados en el analisis del nimero de
poblaciones duplicadas (PD), tamafio (tincion de faloidina) y proliferacion celular (ensayo de 5-
bromodeoxiuridina, BrdU), que son marcadores de senescencia (Figura 6). Los grupos
seleccionados fueron aquellos pertenecientes a las PD 3 y 8 (Figura 6, panel A). El grupo PD 3
exhibe caracteristicas propias de fibroblastos jovenes, como una alta tasa de proliferacion celular
y un tamafrio celular pequefio. Mientras que el grupo PD 8 presenta una disminucion en la tasa de
proliferacion celular ademés de un incremento significativo en el tamafio celular, caracteristicas

asociadas con la senescencia en este modelo (Figura 6, paneles By C) [96,97].
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Figura 6. Caracterizacion de la senescencia en los grupos de FEMs usados en este estudio. A)
NUmero de poblaciones duplicadas (PD) determinadas con la formula APD = log(nh/ni)/log2.
Donde, nh es el numero final de células en cada pasaje y ni es el nimero inicial de células; los
grupos seleccionados estan marcados con una flecha; B) Tincion de faloidina (izquierda) y
cuantificacion del tamafio celular (derecha) de los grupos seleccionados DAPI (Azul), faloidina
(verde), n= 30 células; C) Ensayo de incorporacion de 5-bromodeoxirudina (izquierda) y
cuantificacién de la proliferacion celular (derecha) de los grupos seleccionados; DAPI (Azul),
BrdU (rojo), n=100. T de student, ns P > 0.05, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001. Promedio
terror estdndar. Aumento 10X.
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I11.1.2 Insolubilidad proteica

En enfermedades por desorden del plegamiento de proteinas, es bien sabido que las proteinas
agregadas adquieren una conformacién que las transforma en formas insolubles en detergente
[106]. Es por eso que se decidio realizar la extraccion de proteinas insolubles en muestras de
distintas edades de los modelos seleccionados y cuantificarlas con el objetivo de observar si con
el envejecimiento existe una tendencia a la formacion y acumulacion de proteinas insolubles. Se
observo que en todas las muestras analizadas, una parte del proteoma incrementa su insolubilidad
al extraer las proteinas en presencia de detergentes. Sin embargo, la cantidad de proteinas
insolubles extraidas es significativamente mayor en el caso de las muestras envejecidas en los
modelos de C. elegans, FEMs, cerebro y corazén de raton (Figura 7, paneles A, B, C y D).
Adicionalmente, al comparar los niveles de insolubilidad entre muestras jovenes, adultas y
envejecidas, se observd que la acumulacién de proteinas insolubles parece ser un fenémeno que
ocurre de manera progresiva durante la vida. En el caso de las muestras de higado e intestino no
se observé un incremento en la insolubilidad (Figura 7, paneles E y F), lo cual puede explicarse
por el hecho de que estos 6rganos sufren recambio celular, a diferencia del cerebro y corazén. Una
posibilidad es que durante la division celular los agregados se diluyen entre las células hijas y
activan los mecanismos para su degradacion, por lo cual no fue posible detectar un incremento de

los mismos durante el envejecimiento.
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Figura 7. Porcentaje de proteina insoluble. Muestras de: A) C. elegans, dia 1 (D1), dia 5 (D5) y
dia 10 (D10), n=3; B) FEMs, jovenes (PD 3) y senescentes (PD 8), n=3; C) Cerebro de raton D)
Corazodn de raton E) Higado de raton y F) Intestino de ratdn, joven (3 meses), adulto (12 meses)
y viejo (22-27 meses), n=8. ANOVA de una via, prueba de Tukey. T de student (FEMs), ns P >
0.05, *P <0.05, **P < 0.01, ***P <0.001. Promedio zerror estandar.
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Existe evidencia de que cientos de proteinas se vuelven insolubles durante el envejecimiento en C.
elegans [19,20] y S. cerevisiae [21]. Para determinar si lo mismo sucede en la fraccién insoluble
de los 6rganos de raton estudiados, se analizaron los homogeneizados totales (HT) y las fracciones
insolubles a través de electroforesis SDS-PAGE y tincidén de Coomassie (Figura 8). La intensidad
de las bandas de muestras envejecidas de cerebro y corazén (Figura 8, paneles Ay B, Gltimo carril
de cada gel) indica que la fraccion insoluble se encuentra enriquecida, lo cual es consistente con
los resultados presentados en la Figura 7, paneles C y D. Adicionalmente, se observa que en el
homogeneizado total de los érganos analizados el patron de expresion proteica cambia con la edad
(Figura 8, primeros tres carriles de cada gel) y que multiples bandas aparecen en la fraccion
insoluble (Figura 8, ultimo carril de cada gel), sugiriendo que son varias y distintas las proteinas

que presentan tendencia a la insolubilidad durante el envejecimiento en los 6rganos de raton

analizados.
A Cerebro B Corazo6n C Higado D Intestino
HT Insoluble HT Insoluble HT Insoluble HT Insoluble

J AV J AV J AV T AV J AV J AV J AV T AV

LLl(EQn

Figura 8. Electroforesis SDS-PAGE y tincion de Coomassie de los homogeneizados totales
(HT) y fracciones insolubles. Muestras de: A) Cerebro, B) Corazén, C) Higado y D) Intestino de
ratones jovenes (J), adultos (A) y viejos (V).
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I11.1.3 Ensayo de tioflavina T

La tioflavina es una molécula benzotiazdlica que exhibe un incremento en su fluorescencia al
unirse a fibras amiloides y es comUnmente utilizada para la deteccion de amiloides, ex vivo e in
vitro [107]. Ha sido utilizada para analizar la formacion de agregados de proteinas amiloidogénicas
tales como a-sinucleina, B-amiloide, insulina, etc. La interaccion de la tioflavina con dichos
agregados potencia la fluorescencia debido a su inmovilizacién. Esta molécula se comporta como
un rotor molecular; en solucion una barrera de baja energia permite la rotacion libre de los anillos
de benzilamina y benzotiazol, dicha rotacion mitiga rapidamente los estados excitados generados
por la excitacion de los fotones, causando una baja emisién de fluorescencia en la tioflavina libre.
En contraste, la inmovilizacién rotacional de tioflavina conserva el estado excitado, generando un
incremento en la fluorescencia. Existe evidencia de que las moléculas de tioflavina se asocian a
agregados de proteinas estructurados como laminas f3, al unirse a los canales que se forman entre
las mismas debido a interacciones entre el grupo C=0 de una hebra con el N-H de la otra. El grado
de unidn de la tioflavina depende de la accesibilidad que la misma tenga a dichas regiones de
unién. Al inicio de los procesos de agregacion existe muy poca o nula union a la tioflavina. Una
vez que las ldminas B comienzan a formarse, la unién a tioflavina inicia e incrementa en proporcion
al contenido de laminas en el sistema [108]. El incremento en la fluorescencia puede observarse

con un microscopio de fluorescencia o por un espectrofotometro de fluorescencia [109].

Debido a las propiedades antes mencionadas, se decidio realizar el ensayo de la tioflavina para la
caracterizacion de las fracciones de proteina insoluble aisladas durante el envejecimiento en los
modelos seleccionados. De tal manera, con el objetivo de recabar evidencia referente al tipo y
posible estructura secundaria de los agregados generados con la edad, se extrajeron las proteinas

insolubles de las muestras tratadas con lipasa y DNasa y se monitore0 in vitro su union a tioflavina
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T. Adicionalmente, se analizaron muestras en ausencia de tioflavina, que fueron utilizadas para
determinar los niveles intrinsecos de fluorescencia de las muestras y de esta manera substraerlos
de las mediciones en presencia del fluoréforo. Los resultados se presentan en la Figura 9, donde
se observa que en todas las muestras fue posible detectar fluorescencia, siendo mas intensa en el
caso de las muestras con mayor edad. Los valores de fluorescencia detectados en las muestras de
C. elegans (Figura 9, panel A) registraron un incremento con la edad que no alcanzo los valores
de significancia, sin embargo, presentaron una tendencia de aumento progresivo. La fluorescencia
en el caso de las muestras de FEMSs, corazon y cerebro de raton (Figura 9, paneles B-D) se
increment6 de manera progresiva y significativa con la edad, indicando la posible presencia de una
fraccion enriquecida de agregados con estructura secundaria de tipo lamina (3. Dicho fenémeno no
fue observado en las muestras de higado e intestino (Figura 9, paneles E y F). Debido a que se ha
reportado que la tioflavina puede unirse de manera inespecifica a otras moléculas tales como DNA,
RNA, mucopolisacaridos, etc. [107], se realiz6 un pretratamiento de las fracciones insolubles con
PK a concentraciones elevadas para destruir la proteina presente y de esta manera determinar si la
sefial observada previamente provenia de material de tipo proteico o no (Figura 10). Después de
realizar la protedlisis se llevo a cabo la lectura de fluorescencia de las muestras en presencia de
tioflavina y se observo que el tratamiento produjo un decremento de la sefial de la misma, lo cual
indica que los valores de fluorescencia obtenidos previamente se deben a la union de la tioflavina

a proteinas.
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Figura 9. Sefal de tioflavina T expresada en unidades de fluorescencia (UF) en la fraccién
insoluble. Muestras de: A) C. elegans, dia 1 (D1), dia 5 (D5) y dia 10 (D10), n=3; B) FEMs,
jovenes (PD 3) y senescentes (PD 8), n=3; C) Cerebro de raton D) Corazo6n de raton E) Higado
de raton e F) Intestino de raton, joven (3 meses), adulto (12 meses) y viejo (22-27 meses), n=8. T
de student (FEMs). ANOVA de una via, prueba de Tukey. ns P > 0.05, *P < 0.05, **P <0.01,
***pP < (0.001. Promedio *error estandar.
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Figura 10. Sefial de tioflavina T expresada en unidades de fluorescencia (UF) en la fraccion
insoluble pretratada con PK. Las muestras fueron tratadas con 1 mg/ml de PK por 1 hora a 37
°C. A) C. elegans, dia 1 (D1), dia 5 (D5) y dia 10 (D10), n=3; B) FEMs, jovenes (PD 3) y
senescentes (PD 8), n=3; C) Cerebro de raton D) Corazon de raton E) Higado de raton e F)
Intestino de ratdn, joven (3 meses), adulto (12 meses) y viejo (22-27 meses), n=8. T de student
(FEMs). ANOVA de una via, prueba de Tukey. ns P > 0.05, *P < 0.05, **P <0.01, ***P <

0.001. Promedio zerror estandar.
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Estd documentado el hecho de que con la edad existe acumulacion en diversos tejidos de un
pigmento conocido como lipofuscina [110]. Dicho compuesto tiene propiedades de
autofluorescencia que traslapa con los espectros de excitacion de algunos fluoroforos [111] y
pudiera transferirles energia a través del fendmeno conocido como FRET (transferencia resonante
de energia en fluorescencia) [112]. Para descartar la posibilidad de que la lipofuscina pudiera estar
interfiriendo con la sefial de la tioflavina T obtenida en las fracciones insolubles de los 6rganos de
raton analizados, se realiz6 la medicion del espectro de emision de fluorescencia de las muestras
(200 nm a 900 nm) en presencia de tioflavina T a una excitacion de 435 nm (Figura 11). Es posible
observar que a ese valor de excitacion sélo se presenta un pico maximo de emision en el rango de
longitud de onda esperado para la sefial de tioflavina unida a amiloide (485-495 nm) [113]. La

evidencia anterior descarta la posibilidad de interferencia con la sefial de tioflavina.
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Figura 11. Espectro de emisién de fluorescencia (200 nm a 900 nm) de las fracciones insolubles.
Muestras de: A) Cerebro, B) Corazén, C) Higado y D) Intestino de ratén de distintas edades en
presencia de tioflavina T 5 uM a una excitacion de 435 nm.

I11.1.4 Resistencia a la digestion proteica

La resistencia extrema de los agregados amiloides a la degradacion quimica, térmica y proteolitica
es una propiedad adquirida comparada con las proteinas precursoras que los forman y es un
prerrequisito importante para su acumulacion. Por ejemplo, la forma resistente a la digestion de la
proteina prionica fue inicialmente detectada como el componente principal de los agregados

infecciosos de alto peso molecular aislados por ultracentrifugacion. Debido a dicha estabilidad, se
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ha sugerido que las fibras amiloides representan un estado minimo global de energia libre en
términos de plegamiento proteico y agregacion [114].

Para explorar si los agregados proteicos generados durante el envejecimiento son estables a la
degradacion proteica, se realizaron ensayos de digestion con PK en las muestras de los modelos
estudiados. Los homogeneizados totales de C. elegans y FEMs fueron parcialmente digeridos con
PK'y posteriormente sometidos a electroforesis SDS-PAGE vy tincion de Coomassie. En la Figura
12, paneles A y B se aprecia que el patron de las bandas de las muestras de distintas edades es
diferente, observandose una mayor resistencia en el caso de las muestras envejecidas, sugiriendo
que la tendencia a la digestion disminuye con el tiempo. Con el objetivo de realizar un ensayo
cuantitativo en la fraccion insoluble de las muestras de cerebro, corazon, higado e intestino de
raton, se utilizé el método de precipitacion con metanol posterior a la digestion proteica. El
porcentaje de proteina no digerida se presenta en la Figura 12, paneles C-F. Siguiendo una
tendencia similar a los resultados de insolubilidad y tioflavina (Figuras 7 y 9, paneles C y D), se
observé un aumento en la resistencia a la digestion de las proteinas contenidas en la fraccion
insoluble de corazdn y cerebro (Figura 12, paneles C y D) de raton del grupo de animales viejos.
El porcentaje de proteina insoluble no digerida en las muestras de higado e intestino (Figura 12,
paneles E y F) no muestra diferencia significativa entre los grupos de edad, ademas de presentar
valores menores a los observados en cerebro y corazon, lo cual indica que esos 6rganos poseen
proteinas que tienen una menor resistencia a la digestion, sugiriendo que probablemente no forman

agregados que propicien la resistencia proteolitica.
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Figura 12. Proteina no digerida en muestras de homogeneizados totales. A) C. elegans, dia 1

(D1), dia 5 (D5) y dia 10 (D10), n=3; B) FEMs, jovenes (PD 3) y senescentes (PD 8) n=3 y
fracciones insolubles de C) Cerebro de ratén D) Corazén de ratén E) Higado de ratén e F)

Intestino de raton, joven (3 meses), adulto (12 meses) y viejo (22-27 meses), n=8. T de student

(FEMs). ANOVA de una via, prueba de Tukey. ns P > 0.05, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <

0.001. Promedio *error estandar.
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IT1.1.5 Inmunoquimica con anticuerpos conformacionales

Recientemente se han desarrollado anticuerpos conformacionales, los cuales parecen reconocer
epitopos genéricos que son especificos a muchos tipos de fibras amiloides y no a sus monémeros
solubles, independientemente de la secuencia de amino&cidos. Entre ellos se encuentra el
anticuerpo conformacional Al1, que reconoce un epitopo comun a los oligdmeros prefibrilares.
Se cree que dichos oligdmeros representan las especies primarias o patolégicas y son conocidos
como prefibrilares ya que preceden a la formacién de fibras y desaparecen una vez que las mismas
se han formado. Asi mismo, el anticuerpo OC reconoce un epitopo genérico que se asocia con las
fibras amiloides y los oligbmeros fibrilares, también es dependiente de la conformacion y es
incapaz de reconocer las formas monoméricas [115,116].

Con el objetivo de determinar si los agregados generados durante el envejecimiento presentan
reactividad a alguno de estos dos anticuerpos conformacionales, se realizaron tinciones
inmunoquimicas en muestras de C. elegans y de FEMs (Figura 13 y Figura 14). En las muestras
de C. elegans la sefial en los neméatodos envejecidos se encuentra principalmente localizada en el
area gonadal (Figura 13, paneles A y B, dias 5 y 10), lo cual hace dificil su distincion de la
autofluorescencia caracteristica del modelo (Figura 13, panel C); por lo tanto, a pesar de que en
el caso de muestras envejecidas se observa un patrén punteado de reactividad (Figura 13, flechas
en paneles Ay B, dias 5y 10), no es posible obtener una conclusion a partir de estas tinciones. En
el caso de las muestras del grupo de FEMs senescentes se observé un incremento en la reactividad
para ambos anticuerpos (Figura 14, paneles derechos A y B), interesantemente se encuentra
principalmente localizada en areas adyacentes al nucleo, sugiriendo que los agregados proteicos
podrian estar contenidos en agresomas, que son cuerpos de inclusion yuxtanucleares que se forman

como respuesta celular general a la presencia de proteinas agregadas [117]. Para descartar que la
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sefial observada proviniera de una posible union inespecifica del anticuerpo secundario, se
realizaron tinciones en ausencia del anticuerpo primario y no se observé reactividad alguna

(Figura 14, panel C).

Dia1l Dia5 Dia 10

100 pm 100 pm

100 pm 100 pm

100 pm 100 pm

Figura 13. Fotomicrografias de C. elegans a los dias 1, 5 y 10 tefiidos con los anticuerpos A)
Al1l (rojo); B) OC (rojo) y C) sefial de autofluorescencia en el canal rojo. En la esquina superior
de cada imagen se muestran las imagenes en campo brillante. Magnificacion 20x.
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Figura 14. FEMs a los PD 3 y PD 8 tefiidos con los anticrpos A) All; B) OC y C) Gnicamente
anticuerpo secundario Alexa Flour 594. Azul (DAPI), Rojo (A1l u OC), Verde (faloidina).

Magnificacion 40x.
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Adicionalmente se realizaron inmunoensayos de dot blot con los anticuerpos A1l y OC en las
muestras de homogeneizados de C. elegans y FEMs y en las fracciones insolubles de cerebro,
corazon, higado e intestino de raton (Figura 15). Se observo un incremento significativo a la
reactividad para ambos anticuerpos en las muestras de C. elegans envejecidas (Figura 15, paneles
Aly A2); sin embargo no se registro diferencia en las muestras de FEMs (Figura 15, paneles B1
y B2). Para el caso de las fracciones insolubles de los 6rganos de raton analizados se observé un
incremento significativo en la reactividad al anticuerpo A1l en las muestras de cerebro, corazon e
higado (Figura 15, panel C1). Mientras que la reactividad al anticuerpo OC no presentd un
incremento al comparar las muestras jévenes con las envejecidas en dichos 6rganos (Figura 15,
panel C2). Extrafiamente, las muestras de intestino registraron una reactividad incrementada al
compararlas con las de los otros 6rganos (Figura 15, paneles C1 y C2), lo cual no es consistente
con los resultados bioquimicos obtenidos, lo anterior pudiera ser resultado de una union

inespecifica de los anticuerpos a algin componente presente en la fraccion insoluble de intestino.
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Figura 15. Dot blot con los anticuerpos conformacionales A1l (columna izquierda) y OC
(columna derecha) de homogenizado total de A1y A2) C. elegans a los dias 1 (D1), 5 (D5) y 10
(D10) de vida adulta, n=3; B1 y B2) FEMs PD3 y 8, n=4; C1 y C2) fracciones insolubles de
cerebro, corazdn, higado e intestino de ratones jovenes, adultos y viejos, n=3. La cuantificacion
de la intensidad se realizo con el programa Image J. T de student (FEMs). ANOVA de una via,
prueba de comparacion de Tukey. ns P > 0.05, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001. Promedio
terror estandar.
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111.2 Inhibiciéon farmacoldgica de la agregacion proteica como estrategia para retrasar el

envejecimiento en Caenorhabditis elegans

Para investigar el efecto de la inhibicion de la agregacion proteica en el envejecimiento
cronologico y bioldgico de C. elegans (donde se ha descrito que mas de 400 proteinas se vuelven
insolubles [19]), se trataron a los nematodos con un grupo de compuestos inhibidores de la
agregacion, que poseen diversidad estructural y propiedades de inhibir los agregados
independientemente de la secuencia aminoacidica. Para seleccionar los compuestos utilizados se
realiz6 una revision bibliogréfica para identificar inhibidores reportados in vitro y con un amplio
espectro de actividad inhibitoria [34,35,38-40,45,118]. Se eligi6 a C. elegans como modelo porque
su tamafio permite realizar estudios de multiples compuestos en placas de 96 pozos, ademas de ser
un modelo postmitotico lo cual facilita el estudio de la acumulacion de moléculas dafiadas durante

el envejecimiento.

I11.2.1 Identificacion de compuestos inhibidores de la agregacién que prolongan la

sobrevivencia media en Caenorhabditis elegans

Se seleccionaron los compuestos miricetina, quinacrina, lacmoide, rodanina, negro de clorazol,
ANSA vy curcumina (Figura 16), dichos compuestos son estructuralmente diversos, lo cual es
importante para minimizar la posibilidad de que el efecto observado sea dependiente de otras

caracteristicas comunes, como actividad antioxidante, por ejemplo.
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Figura 16. Estructura de los inhibidores de la agregacion utilizados en este estudio. A)
Miricetina, B) Quinacrina, C) Lacmoide, D) Rodanina, E) Negro clorazol, F) ANSA y G)
Curcumina.

Los nematodos fueron cultivados en medio liquido y tratados durante toda la vida adulta con los
compuestos a las concentraciones finales de 7.5, 15, 30, 60, 120 y 240 puM; para el caso de la
curcumina se utilizaron las concentraciones de 20 y 100 uM. Se observé un incremento en la
sobrevivencia media de los nematodos tratados con todas las concentraciones de miricetina (27%,
de 10 a 14 dias), con quinacrina 7.5 UM (23%, de 13 a 16 dias) y con ANSA 60 uM (15%, de 13
a 15 dias). Sorpresivamente, el tratamiento con curcumina no ocasiono efecto en la sobrevivencia,
lo cual puede ser explicado por el hecho de que fue el Gnico compuesto en el que se observo la
formacion de precipitados al afiadirlo al medio liquido. Adicionalmente, las concentraciones mas
bajas (7.5 M) de negro clorazol y rodanina incrementaron la sobrevivencia media un 31% (de 13
a 17 dias) y 8% (de 13 a 14 dias) respectivamente; sin embargo, concentraciones méas elevadas
resultaron téxicas y causaron una reduccion en la sobrevivencia media. Un efecto toxico similar

se observo con el lacmoide, donde todas las concentraciones redujeron la sobrevivencia. En
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resumen, el tratamiento con 5 de los 7 compuestos seleccionados incrementaron la sobrevivencia

media en C. elegans (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados del estudio en medio liquido. Todos los compuestos fueron probados a 7.5,
15, 30, 60, 120 y 240 pM, con excepcidon de la curcumina para la cual se utilizaron las
concentraciones 20 and 100 puM. Las columnas 3 a 8 contienen el porcentaje de cambio en la
sobrevivencia media calculado con respecto al control apropiado. Los valores negativos indican
que el tratamiento causé una reduccion en la sobrevivencia media.

Efecto en la sobrevivencia media

7.5 M (15 pM |30 pM |60 UM 120 pM 240 pM

Compuesto Grupo

Miricetina [Polifenol 33% |33% |[33% |33% ([33% 33%
Quinacrina |Fenotiazina |23% 8% 8% 8% 8% 8%
ANSA Organosulfuro|0% 0% 0% 15% (0% 0%
Negrode [Compuesto |30% 8% [-8% [-8% |-8% -8%
clorazol sulfonado

Rodanina |Tiazolidina 8% 0% -8% -8% -15% -23%
Lacmoide |Fenotiazina |-6% -6% -6% -6% -6% -6%
Curcumina |Curcuminoide |0% a 20 uM 0% a 100 uM

I11.2.2 Estudio de la longevidad en medio sélido

Los nematodos tratados con miricetina, quinacrina y ANSA tuvieron un incremento >15 % en la
sobrevivencia. Dichos compuestos fueron seleccionados para su validacion en los estudios de
medio solido, donde el efecto en el envejecimiento cronolégico y bioldgico puede ser confirmado.
Debido a los numerosos reportes que indican la actividad antiagregatoria de la curcumina

[119][120][121], se decidio probarla en medio solido.

Todos los tratamientos probados extendieron la longevidad en los nematodos tratados en medio
solido, al compararlos con el control apropiado (Figura 17). La sobrevivencia promedio se

incremento con quinacrina 7.5 pM (18.3%, de 13.11 a 15.51 dias) y la sobrevivencia maxima un
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11.76% (de 17 a 19 dias). La miricetina 120 uM produjo un 34.33% de incremento en la
sobrevivencia promedio (de 14.01 a 18.82 dias) y un incremento de 33.33% en la sobrevivencia
méaxima (de 18 a 24 dias). Interesantemente, la concentracion de ANSA tuvo que incrementarse
de 60 UM (la cual fue efectiva en medio liquido) a 120 uM para observar un efecto significativo.
Probablemente ANSA es menos estable en medio s6lido y es por eso que el efecto se observo a
una concentracion mas alta que en el medio liquido. EI tratamiento con ANSA 120 uM produjo
un 22.71% de prolongacion en la sobrevivencia promedio (de 11.4 a 3.99 dias) y 15.38% en la
sobrevivencia maxima (de 13 a 15 dias). Como se mencion anteriormente, la curcumina precipito
en el ensayo de medio liquido, sin embargo no se observé precipitacion alguna en el ensayo en
medio solido, lo cual permitié observar un efecto positivo en la longevidad. El tratamiento con
curcumina 100 uM increment6 la sobrevivencia promedio un 12.62% (de 15.44 a 17.39 dias) y la
sobrevivencia maxima un 27.77% (de 18 a 23 dias). Se observo una fuerte precipitacion del negro

de clorazol en el medio sélido, evitando el anélisis de su efecto.
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Figura 17. Curvas de sobrevivencia de los nematodos tratados en medio s6lido. A) Quinacrina

7.5 UM (n=99), B) Miricetina 120 uM (n=160), C) Curcumina 100 uM (n=60) y D) ANSA 120

UM (n=117). Los analisis estadisticos se realizaron con la prueba de log-rank al comparar con el
control apropiado, P > 0.05, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001.

I11.2.3 Estudio del envejecimiento bioldgico en medio sélido

Existen numerosos estudios donde se reportan biomarcadores para caracterizar el envejecimiento
en C. elegans [122]. Dentro de ellos, la tasa de bombeo faringeo es uno de los marcadores no
invasivos y mas aceptados para el estudio del envejecimiento bioldgico. En C. elegans, la faringe
es un érgano neuromuscular que controla la introduccion de alimento del exterior al interior del

nematodo, a través de una serie de contracciones conocidas como bombeo faringeo. Se encuentra
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bien documentado el hecho de que el bombeo faringeo disminuye con el envejecimiento y esta

relacionado con la degeneracion muscular en este modelo [122,123].

Para determinar si el tratamiento con los inhibidores de la agregacion que prolongaron la
longevidad en medio sélido, incrementa también el estado de salud del neméatodo, se utilizd un
estudio en medio solido para medir los cambios en la tasa de bombeo faringeo a los dias 2, 4, 6 y
8 de vida adulta (Figura 18). Se eligieron esos dias debido a que se encuentra reportado que no es

posible observar el bombeo faringeo después del dia 12 de vida adulta [124].

Los tratamientos con miricetina, quinacrina, ANSA y curcumina retrasaron la disminucion del
bombeo faringeo, sugiriendo que la extensidn observada en la longevidad (Figura 17) se encuentra
acoplada a un incremento en el estado de salud de este modelo. A continuacion se presenta un
resumen de los resultados presentados en la Figura 18. Miricetina (dia 2, 119.2+2.673 vs control
0.4% DMSO 99.97+2.7; dia 8, 72.70+5.868 vs control 33.83+4.789), quinacrina (dia 2,
123.1+1.533 vs control H20 95.63+1.567; dia 8, 58.47+5.686 vs control 25.80+2.735), ANSA (dia
2, 122.2+3.654 vs control 0.4% DMF 109.8+2.119; dia 8, 57.63+5.541 vs control 31.83+3.729) y
curcumina (dia 2, 123.8+1.838 vs control 0.1% DMSO 100.4+4.221; dia 8, 93.60+4.551 vs control

58.93+7.032).

82



1504

1504

[o2] o
3 b
o 1004 P 1004
(2] (2]
@ @
o o
2 2
[ 504 [ 504
o [=]
m [an]
o4 o4
& &
Oo° Oo{\
*kk *kk *kk *kk
; 150
150 €3 D2
o E3 D4
o a (=
o 1004 2 1004
8 o Cm Ds
~ 1%2]
n o
] 3 ‘
£ 501 E ¥
Eg m

%
C
(/,.O

Figura 18. Efecto de los inhibidores de la agregacion en la tasa de bombeo faringeo de los

nematodos. A los dias 2 (D2), 4 (D4), 6 (D6) y 8 (D8) de vida adulta tratados con A) Quinacrina
7.5 uM, B) Miricetina 120 uM, C) Curcumina 100 uM y D) ANSA 120 uM, n=30, T de student.

ns P>0.05, * P<0.05, ** P <0.01, *** P <0.001.
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111.3 Manipulacion de la proteostasis en Caenorhabditis elegans como estrategia para alterar

el envejecimiento

Un nivel 6ptimo de actividad en la maquinaria de degradacion parece ser crucial para mantener la
proteostasis [50,125]. Con el objetivo de incrementar la maquinaria proteasomal de degradacion
de proteinas plegadas anormalmente y agregadas en C. elegans y observar su efecto en el
envejecimiento, se decidid expresar el proteasoma de la arquea Thermoplasma acidophilum,

compuesto por las subunidades o y f.

IT1.3.1 Generacion de los plasmidos

Se obtuvo el plasmido pRSET5a que contiene los genes para las subunidades o y B del proteasoma
de Thermoplasma acidophilum y un gen de resistencia a laampicilina, dicho plasmido se amplificd
en bacterias competentes y se seleccionaron las colonias por su resistencia a laampicilina. EI DNA
plasmidico se purifico y por PCR se amplificaron ambas secuencias. Adicionalmente, se afiadié
una etiqueta de estreptavidina (subunidad a) y una etiqueta de hemaglutinina (subunidad ), con
el objetivo de facilitar su posterior identificacion. La informacién amplificada se digirié y se ligo
al plasmido para C. elegans pCM1.57 (Figura 19, panel A), que posee un gen de resistencia a la
kanamicina y un promotor inducible por choque térmico que permite controlar la expresion de la
informacion al someter a los neméatodos a temperaturas elevadas. Posteriormente se transformaron
bacterias E. coli DH5a con los plasmidos y se seleccionaron las colonias resistentes a la
kanamicina. La insercion correcta de la informacion se rectifico a traves de digestion con las
enzimas de restriccion BamHI y Kpnl. Los fragmentos observados corresponden al tamafio

esperado (Figura 19, panel B).
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Figura 19. Clonacion de las subunidades a y B del proteasoma de Thermoplasma acidophilum en
el plasmido pCM1.57. A) Plasmido pCM1.57; B) Gel de agarosa 1% mostrando: pb, marcador
de peso molecular; o y B, productos de PCR de las subunidades del proteasoma de
Thermoplasma acidophilum, P plasmido pCM1.57 digerido (3144 pb), P + a (3144 pb + 726 pb)
plasmido con la secuencia genética de la subunidad a digerido, P + 3 (3144 pb + 690 pb)
plasmido con la secuencia genética de la subunidad B digerido.

Adicionalmente, el plasmido se secuencid y se confirmé por medio de un alineamiento usando el

programa Clustal W, obteniendo un 100% de identidad (Figuras 20 y 21).
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Figura 20. Alineamiento de la secuencia clonada de la subunidad a del proteasoma arqueano

(alfa-exp) con la secuencia reportada (alfa-ncbi, GenBank X59507.1).
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Figura 21. Alineamiento de la secuencia clonada de la subunidad § del proteasoma arqueano

(beta-exp) con la secuencia reportada (beta-ncbi, GenBank M83674.1).
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I11.3.2 Microinyeccion e integracion

El siguiente paso consistié en microinyectar en la génada de C. elegans los plasmidos de expresion
para las subunidades del proteasoma de Thermoplasma acidophilum, junto con un plasmido
marcador para expresar la proteina verde fluorescente como marcador. Como se indicé en la
metodologia, la progenie con el marcador se analizé por PCR de un solo nematodo y western blot

para comprobar la presencia y expresion de las subunidades proteasomales (Figura 22).
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Figura 22. A) Anélisis de los productos de la PCR de un solo neméatodo para la confirmacion de
la presencia de la informacion genética para las subunidades a (726 pb) y B (690 pb) en
nematodos microinyectados (NM); B) Western blot para verificar la expresion de las
subunidades a y B tras someter a los NM a un choque térmico (33 °C / 1 hora). Subunidad alfa:
233 aa + etiqueta = aprox. 27 kDa. Subunidad beta: 211 aa + etiqueta = aprox. 25 kDa. C=
control.
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Posteriormente, se realizo la integracion al DNA cromosomal. Se seleccionaron los nematodos

que integraron exitosamente la informacion (100% progenie fluorescente). Al final del proceso de

integracion se obtuvieron dos lineas integradas (denominadas 55 y 56). Dichas lineas fueron

apareadas con nematodos cepa salvaje por 5 generaciones subsecuentes para eliminar posibles

mutaciones indeseables generadas durante el procedimiento (Figura 23).
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Figura 23. Representacion esquematica del proceso de apareamiento entre las lineas integradas
generadas (aff) y nematodos N2 cepa salvaje. Ho = homocigoto, he = heterocigoto. ¢

hermafrodita, & macho.
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Posteriormente se determino la presencia de la informacion genética para las subunidades o y B
del proteasoma arqueano por PCR con un solo neméatodo (Figura 24, panel A) y se llevo a cabo
la induccion de la expresion al someter a un choque térmico a los nematodos (etapa L3-L4, 33°C/1

hora). La presencia de las proteinas se confirmd por western blot (Figura 24, panel B).
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Figura 24. Confirmacion de la presencia de la informacion genética y de la expresion de las
subunidades o y B beta del proteasoma arqueano en las lineas transgénicas integradas generadas
(55 y 56). (-) C: control negativo de C. elegans N2 (cepa salvaje) A) PCR de un solo neméatodo

(0 726 pb, B: 690 pb); B) Western blot realizado 24 horas después de exponer a los gusanos a un
choque térmico de 33°C por una hora (a: 27 kDa, B: 25 kDa).

I11.3.3 Medicion de los niveles de expresion y de actividad proteasomal

Para los estudios de medicion de los niveles de expresion y de la actividad proteasomal se eligid
la cepa transgénica de C. elegans 55, que expresa el proteasoma arqueano (Figura 24). Para elegir
el esquema mas adecuado de induccion, se determinaron los niveles de expresion del mensajero
de ambas subunidades mediante RT-PCR (Figura 25). Los tiempos y temperaturas seleccionados
fueron los siguientes: 25 °C, 29 °C y 33 °C por 20, 40 y 60 minutos. A manera de control se
utilizaron nematodos cepa 55 no expuestos a choque térmico. De la Figura 25 es posible concluir

que el nivel maximo de expresion del mensajero de ambas subunidades se alcanza al someter las
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muestras a una temperatura de 33 °C por 40 0 60 minutos, sin embargo, los niveles alcanzados son

similares al control sin choque térmico.
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Figura 25. RT-PCR de las subunidades A) a y B) B del proteaosoma arqueano en muestras de C.
elegans cepa 55 expuestas a distintas temperaturas y tiempos de induccion (25 °C, 29 °C y 33 °C
por 20, 40 y 60 minutos).
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Los niveles més altos de expresion se obtuvieron con una induccion de 33 °C por una hora. De tal
manera que los nematodos fueron sometidos a un choque térmico bajo esas condiciones, con el
objetivo de inducir la expresion de las subunidades o y B al dia 1 de vida adulta. Después de 24
horas, las muestras fueron procesadas y analizadas para determinar la actividad tipo quimiotripsina
usando un sustrato fluorescente. La cinética obtenida se presenta en la Figura 26, en general el
choque térmico deberia producir un incremento en la actividad proteasomal, sin embargo contrario
a las expectativas se observa que después de la induccion, la cepa 55 presenta un nivel de actividad
menor al de la cepa N2 que no contiene el proteasoma exdgeno. Adicionalmente, la expresion del
proteasoma arqueano ocasiona también un efecto tdxico en los nematodos, pues se observd un
incremento en la mortalidad de los mismos a etapas tempranas de la vida, asi como alteraciones
morfoldgicas. Lamentablemente, debido a lo antes mencionado, no se logré el cumplimiento de

este objetivo de manera satisfactoria.
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Figura 26. Ensayo de actividad proteasomal (tipo quimiotripsina) en muestras de C. elegans
cepa N2 y 55, sometidas a un choque térmico (CT) de 33 °C por 1 hora en el dia 1 de vida adulta.
Las muestras se procesaron 24 horas post-CT.
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CAPITULO IV: Discusién y conclusiones

Las proteinas son biomoléculas esenciales que llevan a cabo diversas funciones que preservan la
vida. Para mantenerse bioldgicamente activas, deben conservarse en estado soluble con una
conformacién tridimensional apropiada. Esta bien documentado que la generacion y acumulacion
de agregados de proteinas especificas durante el proceso de envejecimiento aumenta la
susceptibilidad a padecer enfermedades como el Alzheimer, Parkinson, Huntington y diabetes tipo
11 [14,52]. Por lo que la agregacion proteica ha sido asociada principalmente a patologias. Sin
embargo, ahora se sabe que una gran variedad de proteinas podrian tener la capacidad de agregarse,
incluso bajo condiciones fisioldgicas [16], especialmente aquellas que contienen conformaciones

0 secuencias aminoacidicas que las hacen mas susceptibles [126].

En este sentido, existe un tipo de agregados proteicos, conocidos como amiloides, que poseen
caracteristicas estructurales y bioquimicas comunes, las cuales han sido explotadas para su
identificacion y caracterizacion [30]. Dichos agregados se agrupan en estructuras oligoméricas
insolubles con una conformacién en hoja B-plegada, la cual les confiere la capacidad de unirse a
colorantes como la tioflavina y a ciertos anticuerpos conformacionales. Adicionalmente, dicho
arreglo estructural les aporta una incrementada resistencia a la digestiéon proteica [127]. Todas
estas caracteristicas son compartidas e independientes de la secuencia. Se ha demostrado ademas
que virtualmente se puede inducir a cualquier proteina para la formacién de amiloides, lo cual lleva
a especular que la conformacion amiloide es una forma primordial y altamente estable de los
polipéptidos [15,16,126].

A pesar de que multiples factores tienen influencia en el envejecimiento, la evidencia sugiere que
existe una relacion entre la acumulacion de proteinas dafiadas y el envejecimiento [19-21,27]. De

tal manera que se decidieron realizar estudios de la agregacion proteica en el envejecimiento como
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estrategia para elucidar su posible rol en dicho proceso. En la primera parte de este trabajo se
realiz6 el aislamiento, deteccion y caracterizacion de los agregados proteicos generados en el
envejecimiento. Los resultados demuestran que durante el envejecimiento natural en distintos
modelos existe una acumulacion progresiva de distintas proteinas insolubles, resistentes a la
degradacion, reactivas a la tioflavina y a anticuerpos conformacionales dirigidos para la deteccion
de amiloides (Tabla 4). Por lo anterior, se sugiere que durante el envejecimiento diversas proteinas
se acumulan en forma de agregados de tipo amiloide. El hecho de que los resultados son similares
en los modelos utilizados sugiere que la acumulacién de agregados proteicos podria tratarse de un
proceso conservado, y por lo tanto, seria interesante analizar muestras humanas para determinar si
es posible extrapolar los resultados al proceso de envejecimiento natural en nuestra especie, asi

como realizar el analisis protedmico para identificar las proteinas que se agregan con la edad.

Tabla 4. Evidencia de la acumulacion de agregados amiloides durante el envejecimiento en
distintos modelos. ND: no hay diferencia; NC: no concluyente; las flechas indican el incremento
de cada parametro en las muestras envejecidas.

Modelo Insolubilidad | Resistencia a | Reactividad | Reactividad a anticuerpos
la digestion | a tioflavina conformacionales

C. elegans 1 1 1 T (Ally OC)

FEMs 1 1 1 1 (Ally OC)

Cerebro ) 7 ) T (A1)

Corazon 1 1 1 T (Al1)

Higado ND ND ND 1 (A11)

Intestino ND ND ND NC

En el caso del modelo de raton, se encontro que los agregados se acumulan de manera diferencial
en distintos tejidos. El cerebro y el corazdn fueron los 6rganos en los que se encontraron
incrementos significativos y progresivos durante el envejecimiento, mientras que en el higado y el
intestino no se registraron cambios significativos. El cerebro y el corazén se encuentran
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constituidos por una proporcion de células postmitéticas (neuronas y cardiomiocitos,
respectivamente). Dichas células carecen de capacidad proliferativa y probablemente debido a esa
caracteristica, son méas propensas a acumular proteinas dafiadas con el paso del tiempo, haciendo
que esos Organos sean mMA&s susceptibles a presentar alteraciones funcionales durante el
envejecimiento. En cambio, el higado y el intestino son érganos cuyas células son proliferativas,
con una alta capacidad mitotica, lo que permite la regeneracion de las células dafiadas. Lo anterior
podria explicar el hecho de que no fue posible detectar diferencia en la agregacion proteica en esas
muestras. Otra posible explicacion es que las condiciones microambientales o los mecanismos de
proteostasis en dichos érganos no favorecen a la acumulacién de agregados, como se ha reportado
en estudios previos [128]. La evidencia anterior sugiere que no todos los tejidos envejecen a la
misma velocidad. Reportes previos indican que no existe uniformidad en el proceso de
envejecimiento, la tasa y magnitud de los cambios varian dependiendo de la célula, tejido, 6rgano
o0 sistema estudiado. El envejecimiento es un proceso continuo, por lo tanto, algunos de sus efectos
pueden ser observados Unicamente cuando han avanzado lo suficiente para ser identificados y
validados por las técnicas disponibles [129]. En el caso del cerebro, se han documentado cambios
estructurales con el envejecimiento, tales como reduccion del tamafio y volumen, pérdida de
cuerpos neuronales, acumulacion de lipofucsina, reduccién en la densidad sinéptica, perdida de
espinas dendriticas, dafio mitocondrial, reduccion en la capacidad de reparacion del DNA, etc.
[130]. La evidencia indica que el cerebro es un 6rgano especialmente susceptible a sufrir dafios
relacionados con la edad, una de las causas es su reducido nivel basal de actividad proteasomal
ademas de su alta vulnerabilidad a los efectos toxicos de algunos inhibidores del proteasoma.
Dicha inhibicion podria promover desequilibrios en la homeostasis celular y contribuir a la

acumulacién de proteinas alteradas [23]. En cambio, el higado posee un nivel mayor de actividad
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proteasomal, lo cual promueve la habilidad del mismo para remover proteinas dafiadas.
Adicionalmente, se ha reportado que los proteasomas hepaticos son mas resistentes a la inhibicion
[128]. Por otra parte, el corazén envejecido presenta un engrosamiento progresivo de la pared
ventricular, reduccion en el nimero de cardiomiocitos debida a apoptosis, alteraciones
morfoldgicas en los cardiomiocitos causadas por hipertrofia y un incremento en los niveles de
colageno [131]. Durante el envejecimiento, la red de proteostasis de los cardiomiocitos se ve
afectada, los niveles de expresion de las proteinas de choque térmico disminuyen, hay cambios
mitocondriales que generan un incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno que
a su vez generan dafio proteico y estimulan la formacion de lipofucsina, lo cual que afecta
negativamente a la autofagia al prevenir la fusion de los lisosomas con los autofagosomas. A su
vez, las alteraciones en la autofagia dafian al sistema ubiquitina-proteasoma. Lo anterior hace que
los cardiomiocitos sean células susceptibles al dafio celular durante el envejecimiento [132]. De
tal manera que los cambios mas pronunciados relacionados con la edad, ocurren en células
postmitéticas de vida larga, tales como neuronas o cardiomiocitos. Dichas células son altamente
vulnerables debido en parte a su intenso metabolismo oxidativo y al hecho de que no pueden ser
reemplazadas. En contraste, las células mitéticas (como las del higado o intestino) no acumulan

dafios substanciales [133].

La evidencia de la acumulacién de agregados amiloides durante el envejecimiento en distintos
modelos lleva a proponer que la transicion de ciertas proteinas de un estado soluble a uno insoluble
puede deberse a cambios conformacionales especificos en las mismas, resultando en un
plegamiento no adecuado que conlleva a una mayor propension a la agregacion, al exponer
regiones que normalmente no deberian estar expuestas. Probablemente, con el paso del tiempo,

aquellas proteinas que presentan una tendencia intrinseca a la agregacion amiloide (ya sea por su
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secuencia o por su conformacién) [126], sufren plegamientos andmalos debido a cambios en las
condiciones fisioldgicas de las células envejecidas (transiciones de pH, cambios en condiciones
ionicas, falla en los sistemas de control de calidad y degradacion de proteinas, etc.) [16]. Hoy en
dia se sabe que las células senescentes secretan una serie de moléculas (SASP, fenotipo secretorio
asociado a la senescencia) que alteran el microambiente extra e intracelular, favoreciendo el
proceso de senescencia [134], lo cual pudiera disparar el fendbmeno de agregacion amiloide como
se ha observado en el caso de la enfermedad de Alzheimer o diabetes tipo 11 [135], y se sugiere
que ademas podria afectar a otras proteinas con tendencia a la agregacion. Lo anterior lleva a
proponer tres posibles escenarios que pudieran 0 no generarse simultineamente durante el
envejecimiento y que explicarian la mayor vulnerabilidad a enfermedades, factores ambientales y
muerte. EI primero incluye la pérdida de la funcion de las proteinas dafiadas contenidas en los
agregados, ya que al sufrir alteraciones conformacionales perderian su funcion bioldgica, ademas
de quedar secuestradas, impidiéndoles cumplir con sus tareas, como sucede en algunas formas
familiares de la enfermedad de Parkinson en las que la ubiquitin-ligasa E3 pierde su funcion
catalitica al plegarse anormalmente [136]. Cientos de proteinas distintas podrian quedar atrapadas,
lo cual resultaria en efectos devastadores para la célula, especialmente si dichas proteinas se
encuentran involucradas en procesos clave. EI fendmeno de autopropagacion de los agregados
amiloides pudiera jugar un rol en la diseminacion de la agregacion durante el envejecimiento. Se
ha reportado que los agregados amiloides formados localmente pueden propagarse por los tejidos
y afectar a una diversidad de proteinas [114], como en el caso de las amiloidosis secundarias, en
las que al inyectar agregados no relacionados con la enfermedad se logré inducir la agregacion de
la proteina amiloide A sérica en un modelo de raton [137,138]. El segundo escenario implica la

ganancia de toxicidad de los agregados generados, pues esta bien documentado que los agregados
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amiloides, debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, actian de manera promiscua e interactian
con mdaltiples receptores, activando diversas rutas de sefializacion. Adicionalmente se sabe que
pueden insertarse en las membranas celulares y formar poros que resultan devastadores para la
celula [136,139]. En el tercer escenario propuesto, las proteinas con un plegamiento inadecuado
podrian potencialmente incrementar el dafio, acumulacion y agregacion de otras proteinas al dafiar
la red de proteostasis, ya sea al sobresaturar los sistemas de reparacion y degradacion, como el
proteasoma Yy la autofagia, o bien al inducir la agregacion de las proteinas involucradas en la red.
En este sentido, estudios previos en nematodos y levadura han demostrado que dentro del grupo
de proteinas que se vuelven insolubles durante el envejecimiento existe una representacion de
algunas que se encuentran involucradas en la red de homeostasis proteica (proteasoma, chaperonas
y proteinas de choque térmico) [19,20]. Al realizar el silenciamiento por iRNA de algunas de estas
proteinas fue posible extender la longevidad de C. elegans [19], indicando que las proteinas que
se vuelven insolubles podrian jugar un rol fundamental en el proceso de regulacion del
envejecimiento cronoldgico y bioldgico. Se sabe también que ciertos agregados amiloides pueden
inhibir y bloquear el proteasoma [140], asi como alterar la cascada de autofagia, causando
disfuncion mitocondrial, produccién de radicales libres y muerte celular [141]. Adicionalmente,
las proteinas asociadas a agregados amiloides presentan una mayor resistencia a la digestion [142],

impidiendo asi su degradacion, lo cual favorece a su acumulacion.

Una vez realizada la deteccién y caracterizacion de los agregados generados durante el
envejecimiento, el siguiente paso consistio en determinar si juegan un rol en el mismo y no eran
una mera consecuencia. Por lo tanto, se manipulo la agregacion para observar su efecto en el
envejecimiento. Se usaron dos estrategias, la primera fue de tipo farmacoldgica y consistio en la

utilizacion in vivo de compuestos inhibidores de la agregacion proteica con el objetivo de generar
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una reduccion/disgregacion de los agregados. La segunda implic6 la manipulacion de la
proteostasis en la que se buscd incrementar la maquinaria de degradacién de proteinas agregadas
al expresar el proteasoma arqueano en C. elegans. Si los agregados generados durante el
envejecimiento, juegan un rol activo en el proceso, se observaria un incremento en la longevidad
al inhibir la produccién de los mismos o al favorecer su degradacion.

Para la manipulacién farmacoldgica, se seleccion6 a la miricetina, quinacrina, lacmoide, rodanina,
negro de clorazol, ANSA y curcumina, que son compuestos que comparten la capacidad de unirse
e inhibir distintas proteinas implicadas en desérdenes del plegamiento proteico, debido a sus
caracteristicas estructurales y/o fisicoquimicas. EI mecanismo preciso de accion de los mismos se
desconoce, sin embargo, la evidencia obtenida a través de ensayos libres de células y estudios de
dindmica molecular, sugiere que reconocen de manera directa a las conformaciones asociadas con
los agregados amiloides, en lugar de una secuencia particular de aminoacidos [34-38]. Esa
caracteristica los hace dptimos para probar su efecto en el envejecimiento, donde varias proteinas
parecen agregarse. Por ejemplo, la miricetina [38,40,41], quinacrina [39], curcumina [39,42,43] y
lacmoide son inhibidores de la agregacién de la proteina B-amiloide y tau. La rodanina y negro de
clorazol causan disociacion de los agregados de a-sinucleina y tau, respectivamente [35,40,44]. La
quinacrina inhibe también la generacion de la forma agregada e infecciosa de la proteina prionica
y se ha probado en ensayos clinicos para el tratamiento de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
[45]. A pesar de que no hay estudios que demuestren que el ANSA puede actuar como un inhibidor
de la agregacion proteica, se ha reportado que se une a las regiones hidrofdébicas de las especies
oligoméricas prefibrilares de la proteina f-amiloide y es ampliamente utilizado para identificar

cambios conformacionales en las proteinas [46,47].
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Los compuestos probados en medio solido prolongaron la sobrevivencia promedio de C. elegans
en un rango de 12 a 34% y la sobrevivencia méxima de 11 a 33%. A pesar de que se desconoce el
mecanismo preciso de su accion antienvejecimiento, la Unica caracteristica comdn que comparten
es su capacidad para prevenir la formacién de agregados proteicos, por lo tanto, este trabajo sugiere
que su efecto en el envejecimiento es dependiente de la inhibicién del plegamiento anormal y
agregacion proteica. La inhibicion pudiera llevarse a cabo a través de interacciones directas, lo
cual incluye la prevencion de la formacion de agregados, el bloqueo de los intermediaros de la
agregacion, disociacion de agregados maduros o estimulacion del plegamiento proteico. Ademas,
no se puede descartar la posibilidad de otros mecanismos moleculares en los cuales los compuestos
podrian estar afectando elementos de la autofagia, proteasoma o el sistema enddgeno de
chaperonas. Adicionalmente, algunos de los compuestos probados han sido descritos como
antioxidantes o antiinflamatorios [143-145], lo cual podria contribuir también al efecto observado.
De tal forma que en un futuro es preciso caracterizar su mecanismo de accién in vivo para
determinar si el incremento de longevidad y salud son debidos a una accion directa en la agregacion
proteica. Para llevar a cabo lo anterior, seria interesante probar el efecto de los compuestos
seleccionados en ciertas lineas mutantes de C. elegans, como aquella que expresa proteinas
fluorescentes con repeticiones de glutamina [146]. Es necesario estudiar también su efecto al
administrase en etapas tardias de la vida, para determinar si pudieran revertir el proceso del
envejecimiento. Ya que las rutas moleculares implicadas en el envejecimiento se encuentran
conservadas entre invertebrados y organismos superiores, es importante también estudiar el efecto

antienvejecimiento de estos compuestos en modelos de mamiferos.

Este estudio ejemplifica que es posible prolongar la longevidad en conjunto con la salud. Esta bien

documentado que la faringe de C. elegans exhibe una disminucion funcional y sus contracciones
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se reducen durante el envejecimiento, como consecuencia de una sarcopenia progresiva [147]. Los
resultados presentados indican que los neméatodos expuestos a los compuestos inhibidores de la
agregacion presentan un retraso en la tasa de disminucién de bombeo faringeo, lo cual sugiere un
buen estado de salud. Una posible explicacion es que los compuestos inhiben la agregacion
proteica en el tejido muscular, haciéndolo menos susceptible a alteraciones funcionales causadas
por el secuestro de proteinas en los agregados. En resumen, el tratamiento con inhibidores de la
agregacion durante la vida adulta en C. elegans, permitié a los neméatodos vivir mas tiempo y en
un buen estado de salud. Por lo tanto, el entendimiento de los mecanismos de accion de los
compuestos probados, es fundamental para el desarrollo de inhibidores que prevengan o retrasen
el envejecimiento. Actualmente, existen distintas herramientas que son de utilidad para llevar a
cabo la busqueda de compuestos que modifiquen la tasa de envejecimiento, por ejemplo, el uso
de bibliotecas combinatorias, estudios de estructura-actividad o generacion de modelos
farmacoféricos. Por lo que este estudio puede servir como base para el disefio de terapias

antienvejecimiento y abre un campo para el desarrollo de intervenciones terapéuticas.

Como se mencion6 anteriormente, el siguiente paso consistio en incrementar la degradacion de
proteinas agregadas para observar su efecto en el envejecimiento. Es bien sabido que la regulacién
de la proteostasis juega un rol esencial en la prevencion y/o degradacion de la agregacion proteica
[50]. Al inicio, los mecanismos de plegamiento y degradacion logran controlar el problema, sin
embargo con el paso del tiempo dichos sistemas se vuelven menos eficientes y su actividad se ve
gravemente comprometida, resultando en la atenuacion de la proteostasis celular [148]. La
evidencia indica que al incrementar la maquinaria de plegamiento o degradacion, es posible
observar un efecto benéfico y protector contra diversas enfermedades relacionadas con la

formacion y acumulacion de agregados proteicos. Ademas, al activar algunos de los componentes
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de la red de proteostasis es posible alterar el envejecimiento. Por ejemplo, al sobreexpresar la
maquinaria de plegamiento proteico en levadura [149] y al estimular farmacologicamente la
autofagia en ratén [29] se observé un incremento de la longevidad. Por otro lado, el silenciamiento
genético de la respuesta de choque térmico y las chaperonas moleculares suprimieron la
longevidad en mutantes de larga vida de C. elegans [150].

El proteasoma es uno de los componentes basicos para la degradacion de proteinas dafiadas, por
lo que es fundamental para permitir el funcionamiento adecuado de la célula al remover proteinas
que podrian ser dafiinas. Las evidencias recientes tanto en C. elegans como en células embrionarias
humanas [27,84] indican que la activacion del mismo a través de métodos genéticos contribuye de
manera significativa al incremento de la resistencia al estrés proteotdxico, ya que la sobreexpresion
de algunas subunidades regulatorias permitio su estimulacion y retraso los efectos perjudiciales
ante condiciones adversas. A través de estudios protedmicos se ha sugerido también que cambios
en la expresion de las subunidades proteasomales durante el envejecimiento podrian explicar la
susceptibilidad a padecer enfermedades relacionadas con el plegamiento proteico anormal [151].
Lo anterior da evidencia de que el proteasoma es un excelente blanco para manipular el
envejecimiento, debido a la importancia que tiene dentro de los procesos de regulacién de la
proteostasis celular. Sin embargo, hay que ser cuidadosos ya que una activacion descontrolada o
en una etapa de vida no adecuada, pudiera generar consecuencias adversas para los organismos.
Se ha demostrado que el proteasoma arqueano tiene preferencia para la degradacion de agregados
proteicos [92,93], lo cual fue un factor decisivo para su utilizacion en este trabajo, ademas del
hecho de su simplicidad estructural y capacidad de ensamblarse y funcionar sin la necesidad de
factores regulatorios adicionales. Para este estudio se selecciono expresar el proteasoma arqueano

bajo el control de un promotor inducible que permitiera su regulacion durante distintas etapas de
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la vida de C. elegans. Se generd un plasmido de expresion para las subunidades del proteasoma
arqueano, se inyectd e integr6 en C. elegans, se probaron distintos regimenes de induccion y se
selecciond el que gener6 una mayor expresion, los neméatodos se sometieron a dicho régimen y se
midi6 la actividad proteasomal. Lamentablemente, los resultados obtenidos no fueron
satisfactorios, ya que al parecer el tratamiento generé un efecto téxico en los neméatodos,
ejemplificado por un incremento en la mortalidad, lo cual evito el anlisis de la longevidad en la
linea transgénica generada. Adicionalmente, no fue posible detectar un incremento en la actividad
proteasomal al comparar los nematodos transgénicos con sus respectivos controles. Los resultados
obtenidos pueden interpretarse de varias formas, ya que el método de integracion utilizado se basa
en un proceso estocastico, dependiente de la ruptura del DNA y activacion de los mecanismos de
reparacion al someter a los nematodos a radiacion UV en presencia de TMP. Si bien se confirmé
por PCR, RT-PCR y western blot, la presencia y la expresion de la informacion insertada, no se
determind si los niveles de expresion obtenidos fueron los necesarios para producir un efecto en
la actividad proteasomal, lo cual puede explicar por qué no se observé un incremento en la misma.
Adicionalmente, bajo las condiciones del método de integracion seleccionado es posible inducir
mutaciones indeseadas, lo cual explicaria la mortalidad observada en la linea transgénica. Los
reportes indican que el proteasoma arqueano tiene capacidad de autoensamblaje y no requiere
factores regulatorios al expresarlo en células de mamifero [88], sin embargo no se determiné si
esto sucede también en el modelo de C. elegans, en donde probablemente no se presentan las
condiciones adecuadas para su actividad. Finalmente, el método de expresion utilizado pudo no
haber sido el Optimo para observar un incremento en la actividad proteasomal debido a
limitaciones en el modelo de C. elegans, donde esta reportado que temperaturas mayores a 33 °C

generan alteraciones no deseadas en el nematodo [152]. De tal manera que debido a lo mencionado,
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no fue posible analizar el envejecimiento en un contexto de aceleracion de la degradacion de la
agregacion proteica. Interesantemente, se observé que el choque térmico indujo un incremento en
la actividad proteasomal en ambas cepas. Al respecto, existen reportes que indican un
potenciamiento en la protedlisis asociada a la actividad del proteasoma ante aumentos de
temperatura [153]. La actividad del factor de choque térmico 1 (HSF1) aumenta como respuesta
al estrés térmico [154]. En su estado inactivo, el HSF1 forma un complejo con las proteinas de
choque térmico 70 y 90 (Hsp70, Hsp90). Durante el estrés térmico, dichas proteinas se disocian
del HSF1 para cumplir con sus funciones [155]. ElI Hsp70 aumenta la actividad proteasomal al
participar en su ensamblaje y en el reclutamiento de proteinas para su degradacion, lo cual podria
explicar el aumento en la actividad proteasomal posterior al choque térmico [156][157].

De los resultados obtenidos se concluye que en las muestras envejecidas de C. elegans, FEMs,
cerebro y corazdn de ratdn se observd un incremento en la insolubilidad proteica, reactividad a
tioflavina proveniente de la union a proteinas, reactividad a anticuerpos para la deteccién de
amiloides y resistencia a la digestion proteica. Adicionalmente, el uso de compuestos inhibidores
de la agregacion permitio la extension de la vida y retraso en el deterioro del estado de salud de C.
elegans durante el envejecimiento. En conclusién, la caracterizacién de la naturaleza de la
agregacion proteica en distintos modelos y el estudio del efecto de la inhibicion de la agregacion
en el envejecimiento, da evidencia de que existe un incremento en la agregacion proteica amiloide
de distintas proteinas durante el tiempo y que dicho fenémeno juega un rol en el envejecimiento y
no parece ser una simple consecuencia del mismo. Los resultados obtenidos llevan a la propuesta
de un modelo (Figura 27, panel A) en el que las células sufren una serie de alteraciones o dafios
durante el envejecimiento, lo cual incrementa la probabilidad de que una gran variedad de

proteinas cambien su conformacion y formen agregados amiloides, cuya acumulacion causaria un
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incremento en la disfuncion celular originada por la pérdida de la funcion y/o ganancia de toxicidad
de las proteinas involucradas, ademas de generar alteraciones en la red de proteostasis. Por lo cual,
las intervenciones dirigidas al mantenimiento o estimulacion de la homeostasis proteica, la
inhibicion directa de la agregacion o la degradacion de los agregados proteicos pudieran ser una
herramienta terapéutica importante para prevenir o retrasar el envejecimiento (Figura 27, panel

B).

IV. 1 Perspectivas

La informacion presentada en este trabajo sienta un precedente en el estudio del rol de la
agregacion proteica inherente durante el envejecimiento y puede servir como base para el estudio
especifico de los mecanismos de agregacion y la generacion de estrategias terapéuticas para
extender los afios de vida activa y salud. Los resultados sugieren que durante el envejecimiento
distintas proteinas se agregan de manera diferencial en distintos 6rganos, por lo que en el futuro
es necesario realizar la identificacion de las mismas, por ejemplo, a través de espectrometria de
masas. Dicho andlisis permitiria realizar su clasificacion funcional y determinar cuéles son los
procesos que se afectan durante el envejecimiento, lo que contribuiria para lograr un mejor

entendimiento del mismo y permitir el disefio de terapias 6rgano-dirigidas.

Si bien en este trabajo la manipulacién de la proteostasis como estrategia para retrasar el
envejecimiento no fue exitosa, se propone que la manipulacién de otras rutas de la red, tales como
la autofagia, podria resultar en una remocion exitosa de los agregados proteicos y permitir la

extension de la vida.

Se sabe que ciertos agregados amiloides tienen la capacidad de propagarse, por lo que queda por

determinar si es que los agregados proteicos generados durante el envejecimiento poseen dicha
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capacidad tanto in vitro como in vivo. Es preciso ademas realizar la caracterizacion de la
agregacion proteica en muestras humanas de distintas edades para determinar si lo reportado en

este trabajo se extrapola a nuestra especie.
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Figura 27. Modelo propuesto del rol de los agregados proteicos durante el envejecimiento. A)
Las células sufren una serie de dafios (flechas naranjas) a través del tiempo, tales como
alteraciones en el pH, cambios en concentraciones de iones, cambios de temperatura, etc. Dichas
alteraciones incrementan la posibilidad de que una gran variedad de proteinas solubles y
correctamente plegadas (circulos de colores) sufran cambios conformacionales que las hacen
propensas a la formacion de agregados amiloides (cuadrados de colores). Dichos agregados se
acumulan durante el envejecimiento causando alteraciones en la funcién celular, mayor
susceptibilidad a enfermedades, factores ambientales y un incremento en el riesgo de muerte; B)
el uso de inhibidores del proceso de agregacion proteica es una estrategia terapéutica interesante
que pudiera prevenir o retrasar la disfuncion celular observada en el envejecimiento.
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Apéndice I. Preparacion de soluciones
Medio NGM (2.51)
e 7.5gNaCl

e 42.5(gagar

e 18.75 g peptona

Medio NGM (2.5 1)

e 7.59gNaCl
e 425gagar
e 18.75 g peptona

e 25]dH20

Esterilizar a 121 °C por 45 min en una autoclave, enfriar y agregar:

e 62.5 ml buffer de fostatos (K:HPO4/KH2PO4)

2.5 ml CaCl, (1 M)

2.5 ml colesterol (5 mg/ml)

2.5 ml MgSO4 (1 M)

Solucién de lisis (1.5 ml)

e 0.5 ml NaOH (5 N)

e 1ml NaClO (5%)

Solucién amortiguadora M9 (1 1)

250 pl estreptomicina (250 mg/ml)
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e 39 KH2PO,
e 6gNaHPO;4
e 0.5gNaCl

e 19 NH4CI

11dH20

Medio S

e 5.85gNaCl
e 1gK2HPO,
e 6gKHPO,
e 1 ml colesterol (5 mg/ml)

e 11dH20

Esterilizar a 121 °C por 45 min en una autoclave, enfriar y agregar:

e 10 ml citrato de potasio (1 M, pH 6)
e 10 ml soluciéon de metales traza
e 3mlCaCl,(1 M)

e 3 mlMgSO4(1 M)

Medio de cultivo para FEMs (500 ml)

e 450 ml medio minimo esencial de Eagle modificado por Dubbeco (DMEM, Sigma)
e 50 ml suero fetal bovino (Gibco)
e 5 ml aminoacidos no escenciales (100x, Gibco)

e 5 ml antimicotico-antibidtico (100x, Gibco)
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Formaldehido 4% (100 ml)

e 4 g paraformaldehido

e 90 mldH20

Disolver con calentamiento y afiadir unas gotas de solucion alcalina de NaOH, una vez disuelto

agregar 10 ml de PBS 10X.
5-bromodeoxiuridina (10 mM)

e 100 mg 5-Bromodeoxiuridina

e 32.5 ml de medio minimo esencial de Eagle modificado por Dubbeco (DMEM, Sigma)

Solucién TCT

Tris-HCI 50mM (1 litro, 10X)

15g NazHPO4 X 2H20

4.8¢ KH2PO,

70g NaCl

50g Tris base
e 29 NaN3

Ajustar pH a 7.8 con NaOH or HCI

TCT
e 0.7% A-carragenina
e 0.5% Triton X-100

Preparar la solucién en Tris-HCI 1X

Amortiguador acuoso (200 ml)
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e 0.4844 g TRIS Base
e 1.1688 g NaCl
Ajustaraun pH 7.4

Amortiguador con detergente (200 ml)

e 2 ml dodecilsulfato sédico 10%
e 2 g desoxicolato de sodio

e 2 ml Igepal
Disolver en 200 ml de amortiguador acuoso
Solucién para tincion de Coomassie

e Azul brillante 0.1%
e Metanol 50%
e H>0 40%

e Acido acético glacial 10%

Solucién para destefiir Coomassie

e Metanol 50%
e HO 40%

e Acido acético glacial 10%

Amortiguador para anticuerpos

e 1XPBS

e 0.5% Triton X-100
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e 1 mMEDTA
e 0.1% albUmina de suero bovino
e 0.05% azida de sodio

TBST 10X 4 |

e 3529 NaCl
e 96.89TRIS
e 41dH20
Ajustar pH a 7.6 con HCI
Diliur 1:10 para su uso y agregar 0.1% Tween 20

Amortiguador para preservar la actividad proteasomal

e 25 mM Tris-HCI (pH 7.5)
e (.25 M sucrosa
e 1mMMEDTA

e ImMMDTT
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inhibitors on the lifespan and health-span of Caenorhabd itis elegans. For this purpose, we selected various
structurally diverse anti-aggregation compounds and screened them in liquid and solid medium for their
ahility to alter the rate of aging in vive. Our results show that treatment of C. elegans with diverse ag-
gregation inhibitors significantly increases the animal lifespan and health-span. These findings indicate
that protein misfolding and aggregation may play an important role in cellular dysfunction during aging,
opening a novel approach to increase longevity and enhance the quality of life during aging.

© 2016 Elsevier Inc. All nights reserved.

1. Introduction

Aging can be defined as a progressive loss of function that in-
creases vulnerability to environmental factors and augments the
risk of disease and death. It is crucial to better understand the
mechanisms implicated in cellular dysfunction during aging
because the elderly population is substantially growing. By 2050,
the population over 65 years old is expected to reach more than 83
million in the United States and is estimated to be 2.5 times more
than the population of ages 0 to 4 worldwide [1]. As people age,
there is an elevated risk of developing certain pathological condi-
tions that impact the quality of life, which is accompanied by
increased medical care expenses. Several mechanisms have been
proposed to be responsible for aging, including accumulation of
damaged proteins, telomere-shortening, oxidative damage, so-
matic mutations, mitochondrial damage and epigenetic changes
[2—8]. The age-related accumulation of altered proteins is of
particular interest because of the well-established contribution of

* Corresponding author
E-mail address: Claudio Sotv@uth.tmeedu (C Soto).

http: ({dxdoiorg 10,1016 bbre 2016100143
0006-291%/& 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

specific protein aggregates in age-related protein misfolding dis-
orders, such as Parkinson's disease and Alzheimer's disease [9,10].
Protein aggregation during the aging process remains largely
uncharacterized, despite evidence suggesting an inverse correla-
tion with longevity. Multiple in vivo models, such as Caenorhabditis
elegans and Saccharomyces cerevisice, exhibit an age-dependent
and widespread accumulation of different insoluble proteins
[11-13]. Indeed, a previous study in the worm showed that more
than 400 different proteins consistently become insoluble during
aging [ 11]. Moreover, various studies have shown that lifespan and
healthspan can be increased by reducing protein aggregates via
modulation of protein clearance pathways (i.e. autophagy, protea-
some) [14—21], Furthermore, the recent quest for small compounds
to enhance longevity revealed several molecules with a dual effect
that increases lifespan and reduces protein aggregation [22—24],
including established amyloid binding compounds [22,25]. Collec-
tively this data emphasizes the potential for targeting protein ag-
gregation for the purpose of extending longevity and improving the
health of our aged population.

Various aggregation inhibitors have been reported for amyloid-
beta, tau, ¢-synuclein and the prion protein [26—32].In the present
study, a group of known and structurally diverse protein
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aggregation inhibitors, which have been reported to target different
disease-associated proteins, were investigated for their effect on
lifespan and healthspan of C. elegans. We first performed a liquid
medium screening to determine which compounds extended sur-
vival before scoring lifespan and healthspan in a solid medium
assay. Overall, our results show that the administration of aggre-
gation inhibitors significantly delayed the aging process in vivo.

2. Material and methods
2.1. Nematode culture

The wild type N2 Caenorhabditis elegans strain and the strep-
tomycin resistant/uracil auxotroph Escherichia coli OP50 were
purchased from Caenorhabditis Genetics Center (CGC), University of
Minnesota (http://www.cbs.umn.edu/CGC/).

For liquid medium culture, bleaching solution, M9 buffer, S-
complete solution and live OP50 E. coli were prepared following a
previously reported protocol [33]. To establish an age-synchronized
population, N2 eggs were isolated from gravid adults using
bleaching solution. Once adults were dissolved, eggs were washed
in M9 buffer and allowed to hatch overnight in S-complete solution.
The concentration of hatched worms was adjusted to 100 worms
per ml with S-complete containing 25 pg/ml streptomycin and
6 mg/ml live E. coli OP50. Clear bottom 96 well plates were seeded
with 120 ul of worm solution per well and incubated at 20 °C. FUDR
sterilization (120 pM, final concentration) was performed when
nematodes reached L4 stage.

Solid medium culture was performed following a slightly
modified version of a previously described procedure [34]. Briefly,
day 1 N2 hermaphrodite adult worms were allowed a 2 h Time Egg
Laying (TEL) period in FUdR free/Streptomycin (25 pg/ml)/Nema-
tode Growth Medium (NGM) plates containing live E. coli OP50.
After the TEL period, all adult hermaphrodites were eliminated,
leaving only the eggs in the plate at 20 °C until they hatched. Once
the L4 stage was reached, 25 worms were transferred to Strepto-
mycin/NGM plates (60 mm) containing 50 uM FUDR and alive E. coli
OP50, then incubated at 20 °C.

2.2. Screening anti-aggregation compounds in liquid medium

The following anti-aggregation compounds were passed
through a 20 pm filter and administered on the first day of adult life
at the indicated concentrations: myricetin (Sigma-Aldrich), quina-
crine mustard (Santa Cruz Biotechnology), lacmoid (Sigma-
Aldrich), rhodanine (Sigma-Aldrich), chorazole black (Sigma-
Aldrich), 8-Anilino-1-naphthalenesulfonic acid (ANSA) (Sigma-
Aldrich) and curcumin (Sigma-Aldrich). Experiments were per-
formed in parallel with the appropriate control groups, which
received the same volume of solvent used in the treatment groups
(Table 1). Live E. coli OP50 (500 ng) was added every 5 days to
prevent starvation. Plate sealing was periodically removed to allow
oxygenation. For lifespan studies, an average of 30 worms were

Table 1

scored per condition using a Leica DMI6000 B inverted microscope.
Worms that showed no movement upon observation were scored
as dead.

2.3. Analysis of lifespan and healthspan in solid medium

Pre-filtered solutions of myricetin (120 pM, final concentration),
quinacrine mustard (7.5 uM, final concentration), ANSA (120 uM,
final concentration) and curcumin (100 pM, final concentration)
were added to autoclaved NGM medium before solidification. Petri
dishes were stored in complete darkness at 4 °C until their use. In
parallel, control groups received the same volume of solvent as the
treatment groups. For the first day of adult life, nematodes were
exposed to the compounds and manually transferred to fresh plates
every other day. Lifespan was monitored with a Leica MZ16F Ste-
reomicroscope. Worms were scored as dead when unresponsive to
head tapping with a platinum wire. Worms that fled (crawl out or in
the media) were censored for the analysis.

For healthspan studies, a Leica MZ16F Stereomicroscope was
used to determine the pharynx pumping rate for 30 worms per
group by counting the number of contractions in a 30 s interval.

2.4. Statistical analysis

Kaplan-Meier analysis was used to create the survival curves
and the log-rank test to determine significance. T-tests were also
performed using GraphPad Prism 5.02 to analyze the healthspan
data. Survival analysis were done using the platform OASIS2 (On-
line Application for Survival Analysis 2) [35]. Mean survival was
calculated as the average adult life lifespan. Median survival was
calculated as the time fractional survival equaled 50%. Maximal
survival represents the time fractional survival equaled 10%.

3. Results

3.1. Identification of anti-aggregation compounds that extend the
median survival of C. elegans

Myricetin, quinacrine mustard, lacmoid, rhodanine, chlorazole
black, ANSA and curcumin were selected after performing an
exhaustive literature revision to identify previously reported in-
hibitors with “wide spectrum” anti-aggregation activities that
exemplify sequence independent binding [26—32]. Compounds
selected are substantially structurally diverse (Fig. 1), which is
important to minimize the possibility that the effect observed
might be dependent on other common properties, such as for
example an anti-oxidant activity.

To screen these aggregation inhibitors for an effect on aging,
C. elegans was chosen as the model organism because they are small
and transparent with a short lifespan, which opens the possibility
to perform screenings in microliter plates [33]. Moreover, C. elegans
is an appropriate model because a majority of their cells are post
mitotic, facilitating the study of the accumulation of damaged

Summary of liquid medium screening. All compounds were tested at 7.5, 15, 30, 60, 120 and 240 uM (n = 30 worms per experiment). Columns 4 contains median survival in

respect to the appropriate control.

Compound Group Control Effect on median survival (% of control)
Myricetin Polyphenol 0.6% DMSO 27% increase at various concentrations
Quinacrine Phenotiazine H,0 23% increase at 7.5 uM

ANSA Organosulfur 0.4% DMF 15% increase at 60 pM

Chorazole black Sulfonated dye H,0 31% increase at 7.5 uM

Rhodanine Thiazolidine H,0 8% increase at 7.5 uM

Lacmoid Phenotiazine 0.78% EtOH 6% decrease at various concentrations
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Fig. 1. Structure of the aggregation inhibitors. A) Myricetin, B) Quinacrine mustard, C) Lacmoid, D) Rhodanine, E) Chorazole black, F) ANSA and G) Curcumin.

biomolecules during aging. Finally, as stated above, it has been
reported that aged worms accumulate large amounts of many
insoluble proteins [11].

FUDR sterilized C. elegans were grown for their entire lifespan in
liquid medium containing the anti-aggregation compounds
(Table 1). Myricetin, quinacrine mustard, lacmoid, rhodanine,
chlorazole black, and ANSA were screened at final concentrations of
7.5, 15, 30, 60, 120 and 240 pM. We observed an increase in the
median survival for nematodes treated with all concentrations of
myricetin (27%, from 10 days to 14 days), 7.5 uM quinacrine (23%,
from 13 days to 16 days) and 60 uM ANSA (15%, from 13 days to 15
days). In addition, the lowest concentration (7.5 uM) of chorazole
black tested was discovered to exert a 31% (from 13 days to 17 days)
increase in median survival, however higher concentrations were
toxic and reduced the median survival. Similarly, rhodanine
reduced lifespan at most concentrations tested, except for a small
increase at the lowest dose tested (8% at 7.5 uM). A similar toxic
effect was observed for lacmoid, where all the concentrations
tested reduced the survival. In summary, treatment with 4 out of 6
anti-aggregation compounds increased the median survival of
C. elegans.

3.2. Lifespan studies in solid medium

Myricetin, quinacrine mustard, ANSA and curcumin were
selected to be studied more in detail in solid medium. Although
curcumin was tested in liquid medium the results cannot be
interpreted because the compound precipitated in S-medium.
Nevertheless, given the extensive previous reports indicating that
curcumin is an efficient inhibitor of the aggregation of diverse
proteins, we included this compound for our studies in solid
medium.

Administration of all these compounds significantly increased
mean and maximal survival in the solid medium based assay
compared with the appropriate control (Fig. 2). 7.5 pM quinacrine

extended mean and maximal survival by 18.30% (from 13.11 days to
15.51 days) and 11.76% (from 17 days to 19 days), respectively.
120 pM myricetin produced a 34.33% increase in mean survival
(from 14.01 days to 18.82 days) and a 33.33% elongation of maximal
survival (from 18 days to 24 days). 100 pM Curcumin caused a
12.62% extension in mean survival (from 15.44 days to 17.39 days)
and an increase of 27.77% in maximal survival (from 18 days to 23
days). Although smaller changes were observed for 120 pM ANSA,
which produced a 22.71% extension in mean survival (from 11.4
days to 13.99 days) and 15.38% maximal survival (from 13 days to 15
days), the effects were still highly significant compared to the
controls.

3.3. Lifespan extension is coupled with healthspan benefits

Extensive work has been done to characterize measurable bio-
markers of aging in C. elegans [36]. The pharynx pumping rate is
among the most accepted and readily used indicators for health-
span because it is well documented that pumping rate decreases
with aging and is correlated with age-related muscular degenera-
tion [36,37]. To assess if the treatment with the selected inhibitors
of aggregation caused a healthspan benefit, we utilized the solid
medium based assay to measure the age-associated changes in the
pharyngeal pumping rate on days 2, 4, 6 and 8 post-treatment
(Fig. 3). The duration of this experiment was chosen because pre-
vious reports indicate that little or no pharyngeal pumping can be
observed after day 12 of adulthood. Treatment with all the 4
selected protein aggregation inhibitors produced a highly signifi-
cant increase on pharyngeal pumping rate at all times analyzed,
suggesting that the lifespan extension observed was coupled with a
benefit on healthspan.

4. Discussion

Proteins are essential biomolecules that perform a variety of
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Fig. 2. Anti-aggregation compounds prolong lifespan of C. elegans. Survival curves of worms treated in solid medium with A) 7.5 uM quinacrine mustard (n = 99), B) 120 uM
myricetin (n = 160), C) 100 uM curcumin (n = 60) and D) 120 uM ANSA (n = 117). Survival analysis was done with respect to the appropriate control and the log-rank test was used

to make comparisons. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Fig. 3. Healthspan of C. elegans improved by treatment with anti-aggregation compounds. Pharynx pumping rate for treated worms on days 2, 4, 6 and 8 post-treatment
(n = 30). A) 7.5 uM quinacrine mustard, B) 120 uM myricetin, C) 100 uM curcumin and D) 120 uM ANSA. P values (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) were determined by the

T-test.

functions to sustain life. To remain biologically active, they must
maintain the proper conformation and solubility. For this reason,
protein folding is preserved through a delicate balance that is
carefully maintained by various essential and highly conserved
protein quality control pathways. If proteostasis is disrupted, pro-
teins may aberrantly fold, aggregate and accumulate, which results
in cellular damage and dysfunction. Although multiple factors in-
fluence the complex process of aging, the general collapse in

proteostasis that occurs over the course of the lifespan is thought to
play an important role in aging [38]. In the present study, we
demonstrated that the in vivo treatment of C. elegans with anti-
aggregation compounds successfully modified the rate of aging
producing a significant effect on lifespan and healthspan.
Myricetin, quinacrine mustard, lacmoid, rhodanine, chlorazole
black, ANSA and curcumin were chosen for this study because they
all share the ability to bind and inhibit aggregation of different
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proteins implicated in various age-related protein misfolding dis-
eases. The precise mechanism of action of these compounds is still
unknown, however cell-free assays and molecular dynamics
studies suggest that they directly recognize specific aggregate
conformations, rather than a particular amino acid sequence
[28—31,39,40]. These features make them desirable to screen for
their effect on aging, where many proteins are undergoing aggre-
gation. For instance, myricetin [26,30,31,41], quinacrine [31], cur-
cumin [31,42,43] and lacmoid have been described as inhibitors of
AP and tau aggregation. Disruption of a-synuclein and tau aggre-
gates can be achieved by the use of chlorazole black [29] and
rhodanine [26,44], respectively. Quinacrine also inhibits the gen-
eration of misfolded and infectious prion protein [32] and has been
tested in human clinical trials for the treatment of Creutzfeldt-
Jakob disease. Although there are not studies showing that ANSA
can act as inhibitor of protein aggregation, it has been reported to
bind hydrophobic patches of prefibrillar oligomeric species of AP
[45] and has been widely used as a fluorescent probe to identify
conformational changes in proteins [46].

These anti-aggregation compounds extended mean survival of
C. elegans in the range of 12%—34% and maximal survival in the
range of 11%—33%. Although the precise mechanism for this
beneficial effect against aging is unclear, the only common activity
among these compounds is their ability to prevent protein aggre-
gation and thus we hypothesize that their anti-aging effect is
dependent on inhibiting protein misfolding and aggregation. In-
hibition might be through a direct interaction leading to various
possible pathways, including prevention of aggregate formation,
blockage of aggregation intermediates, disruption of mature ag-
gregates or stimulation of protein re-folding. Aside from a direct
interaction, we cannot rule out other possible molecular mecha-
nisms in which the compounds may affect elements of the auto-
phagy, the proteasome or the endogenous chaperone system.
Furthermore, some of the compounds tested have been described
as anti-oxidants or anti-inflammatory agents [47—49], which may
also contribute to slowing down the aging process. Hence, further
efforts should be done to characterize the in vivo mechanism of
action and to determine if their lifespan and healthspan enhancing
activities are indeed caused by a direct effect on protein aggrega-
tion. In order to provide deeper mechanistic insight, it will be
interesting to assess the effect of these anti-aggregation com-
pounds in certain C. elegans mutants, such as the one expressing
fluorescently tagged aggregation-prone polyQ proteins [50]. Since
the molecular pathways responsible for aging are likely conserved
between invertebrates and higher organisms [51], it would be
important to study the anti-aging effect of these compounds in
more relevant, larger animal models in mammals.

Our study exemplifies that lifespan can be extended simulta-
neously with improving the healthspan. The pharynx in C. elegans is
known to exhibit functional decline and reduced contraction with
aging, which has been described as an effect of progressive sarco-
penia [52]. Here, we show that nematodes exposed to the anti-
aggregation compounds exhibited a delayed decline in pharyn-
geal pumping, suggesting an improved healthspan. A possible
explanation is that the compounds inhibit protein aggregation in
muscular tissue, making it less prone to functional decline from the
sequestration of proteins into aggregates. Taken together, adult
lifelong treatment with aggregation inhibitors, allows worms to
live longer and healthier.

The detailed characterization of the role of age-related protein
aggregation in different models and tissues and the understanding
of the mechanism of action of the tested compounds will be
fundamental for the development of improved inhibitors that may
prevent or delay aging. Nowadays there are several useful tools to
perform that task, including the use of combinatory libraries,

structure-activity relationship studies or generation of pharmaco-
phore models to perform screenings. This study, might serve as
scaffold to further design modifiers of the rate of aging.

In conclusion, our results support previous findings indicating
that protein aggregation plays a key role in aging. Therefore,
pharmacological interventions to inhibit protein aggregation could
be an interesting therapeutic approach to ameliorate or prevent the
age-related phenotype and extend lifespan, as well as to guide the
development of newer and more efficient anti-aging therapies.
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