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Resumen

El sindrome progeroide de Hutchinson-Gilford (HGPS) se caracteriza por causar
envejecimiento acelerado y prematuro, con sintomas propios del envejecimiento natural. El
HGPS es causada por una mutacién puntual en el gen LMNA que codifica para la proteina
lamina A/C (C1824—T), este cambio activa un sitio criptico de splicing que ocasiona la
eliminacién de 150 pb, lo que se traduce en la pérdida del sitio de corte de la endoproteasa
ZMPSTE24, por lo que la proteina mutante denominada progerina, no madura correctamente
y permanece farnesilada. La progerina ocasiona maltiples alteraciones celulares que al final
desencadenan senescencia celular y envejecimiento a nivel de organismo. Entre estas
alteraciones se encuentra la disfuncion mitocondrial. En nuestro grupo de trabajo se demostro
que la exportacién nuclear de proteinas se encuentra aumentada por la sobre-expresion de la
exportina CRML1. El tratamiento de fibroblastos provenientes de individuos con HGPS con
leptomicina B (LMB), un inhibidor especifico de CRM1, normaliza la exportacion nuclear y
aminora varias marcas de senescencia. Dado que la disfuncién mitocondrial favorece la
senescencia celular y que el tratamiento con LMB previene la aparicion de marcas de
senescencia, surgié el interés de evaluar si el tratamiento con LMB tiene la capacidad de
aliviar la disfuncién mitocondrial en el HGPS. En este trabajo se demostré que la modulacion
farmacoldgica de CRM1 con LMB recupera la morfologia y funciéon mitocondrial que se
encuentra dafiada en los fibroblastos HGPS. EI mecanismo molecular que subyace el efecto
terapéutico de la LMB parece estar en los dos niveles importantes de la dinamica
mitocondrial: biogénesis y mitofagia. En parte la activacion de la biogénesis mitocondrial,
se demostr6 una recuperacion de la expresion del factor de trascripcién PGC1-a que ocurre
como respuesta al tratamiento con LMB. Mientras que a nivel de mitofagia, los analisis
muestran que los niveles de las proteinas PINK1 y parkina parecen indicar actividad de la
mitofagia incluso, indican una acumulacion de parkina y de autofagosomas en HGPS, en los
lisosomas un decremento de LAMP2, asi como en el nimero de los lisosomas, lo que
sugieren, por primera vez, que el proceso de autofagia/ mitofagia se encuentran impedido en
el HGPS, probablemente en el paso de la fusién entre el lisosoma y el autofagosoma. El
tratamiento con LMB recupera parcialmente la funcion lisosomal y normaliza la cantidad de

lisosomas, dando lugar a la eliminacion de mitocondrias dafiadas.



Abstract

Hutchinson-Gilford progeroid syndrome (HGPS) is characterized by causing accelerated
and premature aging, with symptoms typical of natural aging. HGPS is caused by a point
mutation in the LMNA gene that codes for the lamina A / C protein (C1824 — T), this
change activates a cryptic splicing site that causes the elimination of 150 bp, which
translates into loss of the ZMPSTE24 endoprotease cleavage site, so the mutant protein
called progerin does not mature properly and remains farnesylated. Progerin causes
multiple cellular alterations that ultimately trigger cellular senescence and aging at the
organism level. Among these alterations is mitochondrial dysfunction. In our work group
it was shown that nuclear protein export is increased by overexpression of CRM1
exportin. Treatment of fibroblasts from individuals with HGPS with leptomycin B
(LMB), a specific inhibitor of CRM1, normalizes nuclear export and reduces various
senescence marks. Given that mitochondrial dysfunction favors cellular senescence and
that LMB treatment prior to the appearance of senescence marks, there was an interest in
evaluating whether LMB treatment can alleviate mitochondrial dysfunction in HGPS. In
this work, it was demonstrated that the pharmacological modulation of CRM1 with LMB
recovers the mitochondrial morphology and function that is damaged in HGPS
fibroblasts. The molecular mechanism underlying the therapeutic effect of LMB appears
to lie at the two important levels of mitochondrial dynamics: biogenesis and mitophagy.
In part the activation of mitochondrial biogenesis, a recovery of the expression of the
transcription factor PGC1l-o that occurs in response to treatment with LMB was
demonstrated. While at the level of mitophagy, the analyzes show that the levels of the
PINK1 and parkin proteins seem to indicate mitophagy activity, and even indicate an
accumulation of parkin and autophagosomes in HGPS, in lysosomes a decrease in
LAMP2, as well as in the number of lysosomes, which suggests, for the first time, that
the autophagy/mitophagy process is impeded in HGPS, probably in the step of the fusion
between the lysosome and the autophagosome. Treatment with LMB partially restores
lysosomal function and normalizes the number of lysosomes, leading to the elimination

of damaged mitochondria.



Introduccioén

Sindrome progeroide de Hutchinson-Gilford

El sindrome progeroide de Hutchinson-Gilford (HGPS), también conocido
simplemente como progeria, es una enfermedad autosémica dominante que afecta
al sector infantil. La incidencia es de 1 en 4 millones de nacimientos. Actualmente
se tiene registro de 147 nifios que padecen esta enfermedad en todo el mundo,
aunque se cree que podria haber un total de 350-400 nifios afectados. La esperanza
de vida para los nifios con HGPS es en promedio de 13 afios, actualmente se ha
aprobado un farmaco llamado Zokinvy (lonafarnib) un inhibidor de la enzima farnesil
transferasa (Ahmed et al., 2018). Los pacientes presentan caracteristicas propias
de la vejez durante el desarrollo, en el primer afio de vida comienzan a manifestar
los siguientes signos clinicos: esclerodermia en piel, alteraciones craneofaciales
como mandibula retraida, puente nasal angosto, punta nasal angosta, alopecia,
pérdida de grasa subcutanea (lipoatrofia), contracturas progresivas de las
articulaciones, displasia 6sea, ufias distroficas y retraso del nacimiento de los
dientes primarios. En los afios posteriores comienzan a observarse los signos
tardios, los cuales son: perdida del oido conductivo, apilamiento de los dientes,
lagrimado excesivo, queratitis por exposicién, fendmeno de Raynaud (obstruccién
de la circulaciéon sanguinea en extremidades por espasmos causados por cambios
de temperatura o emociones fuertes) y resistencia a la insulina sin signos visibles o
desarrollo de diabetes mellitus. La mayor causa de muerte en estos pacientes es
una falla cardiovascular y accidentes cerebrovasculares; estos ultimos inician con
endurecimiento vascular seguido por la oclusion de los vasos por la formacion de
placas arterioescleréticas. El HGPS es causada por una mutacién en el gen LMNA
gue da origen a la proteina progerina (Ullrich and Gordon, 2015). Aunque el HGPS
tiene un origen patologico, se le ha correlacionado con el envejecimiento normal

(pérdida gradual de las funciones biologicas del individuo) (Ashapkin et al., 2019).



La lamina A/C y progerina

El gen LMNA se localiza en 1922 y consta de 12 exones. Codifica para las proteinas
lamina A y lamina C (principales productos), y lamina AA10 y lamina C2 (productos
minoritarios). Estas proteinas se localizan en nucleo y en conjunto con las laminas
B1ly B2, forman una red en la cara interna de la membrana nuclear interna llamada

lamina nuclear, que forma parte de la envoltura nuclear (Maraldi, 2018).

De manera normal la pre-lamina A debe pasar por una serie modificaciones
postraduccionales hasta llegar a la proteina lamina A madura (figura 1a). La pre-
lamina A posee en su extremo carboxilo terminal una secuencia CaaX (un residuo
de cisteina, 2 aminoéacidos alifaticos y 1 residuo que podria ser cualquiera). En el
primer paso llamado farnesilacion, la enzima farnesil transferasa (FTasa) reconoce
la secuencia CaaX de la pre-lamina A y agrega un grupo farnesil en el residuo de
cisteina. Posteriormente, la pre-lamina A es procesada por la enzima RCEL1 (enzima
convertidora de Ras 1), que corta entre los residuos C farnesilado y el primer residuo
a del motivo CaaX, que son los ultimos aminoacidos del extremo carboxilo terminal.
Enseguida, el extremo carboxilo terminal es metilado en el residuo C farnesilado por
la enzima ICMT (isoprenil-cisteina carboxil metil-transferasa). Por udltimo, la
endoproteasa ZMPSTE24 (zinc metalopeptidasa STE24); corta a la pre-lamina A
entre los aminoacidos Y y L de la secuencia de reconocimiento RSYLLG,
produciendo un péptido farnesilado y a la lamina A madura (Wang and Casey,
2016).

La mutacion en el gen LMNA que da origen al HGPS consiste en la
transversion de citosina por timina (C1824—T). Esta mutacion no cambia al
aminoacido traducido (Gly608Gly), sin embargo, activa un sitio criptico de empalme
del RNA, resultando en la eliminacion de 150 pares de bases en el extremo 3 del
exén numero 11, que corresponden a 50 aminoacidos cerca del extremo carboxilo
terminal. Dentro de estos 50 amino&cidos se encuentra el sitio de corte RSYLLG,
gue es reconocido por la enzima ZMPSTE24. En consecuencia, la pre-lamina A no
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se corta y se produce una proteina pre-lamina A permanentemente farnesilada
llamada progerina (figura 1b) (Ahmed et al., 2018).

Alteraciones celulares en HGPS

Debido a que la progerina permanece farnesilada, esta sigue anclada a la
membrana nuclear. Esta farnesilacion le otorga propiedades hidrofébicas que le
confiere la capacidad de secuestrar diversas proteinas y acumularlas en la envoltura
nuclear, tal es el caso de los factores de trascripcion NRF2 (factor nuclear derivado
de eritroide 2) y PCNA (antigeno nuclear de células en proliferacion) (Serebryannyy
and Misteli, 2018). En consecuencia, se crean una serie de interacciones aberrantes

en la lamina nuclear que causan anormalidades en la morfologia nuclear.

Se hareportado que en el HGPS se presenta estrés oxidativo y una presencia
de proteinas oxidadas (Gabriela Viteri. et al. 2010). El secuestro de NRF2 en la
envoltura nuclear por progerina provoca una perdida en la actividad antioxidante de
NRF2 (Nard Kubben. et al. 2016). Este aumento en estrés oxidativo vuelve mas
propensa a la célula a recibir dafio al DNA por especies reactivas de oxigeno (ROS).
Adicionalmente, en el HGPS se han reportado deficiencias en la reparaciéon del dafio
al DNA (Gonzalo and Kreienkamp, 2015), debido en parte al secuestro de PCNA
por progerina (Hilton et al., 2017). Ademas, se han reportado otras deficiencias en
células de pacientes con HGPS tales como, perdida de heterocromatina (Zhang et
al., 2016), dafio mitocondrial (Xiong et al., 2016), acortamiento telomérico (Benson
et al., 2010) expansién nucleolar, aumento en la sintesis de proteinas (Buchwalter
and Hetzer, 2017), entre otras alteraciones que desencadenan senescencia celular.
Las marcas moleculares asociadas al HGPS también se presentan durante el
envejecimiento fisioldgico, de ahi el interés de estudiar a la enfermedad de HGPS

como un modelo de envejecimiento acelerado.
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Figura 1. Procesamiento de la proteina pre-lamina A
En el panel A se muestran los pasos de maduracion de la proteina pre-lamina A
silvestre que da origen a la lamina A madura. En el panel B se muestran la generacion

de la proteina progerina a partir de la pre-lamina A que contiene la mutacion G608G,
FU n (ue causa HGPS (Cau et al., 2014).
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En el HGPS se ha reportado una morfologia mitocondrial fragmentada
(encontrandose mitocondrias hinchadas) lo que sugiere una disfuncionalidad
mitocondrial. Esta disfuncionalidad se traduce en una baja del potencial de
membrana mitocondria (AWm), disminucion en la produccion de ATP, baja
capacidad de consumo de oxigeno. Esta alteracion se correlaciona con la perdida
de proteinas que forman parte de los complejos del sistema de transporte de
electrones mitocondrial, tales como, la subunidad 1 del citocromo c oxidasa
(componente del complejo 1V), el citocromo c y la proteina B-ATPasa (componente
del complejo V) (Rivera-Torres et al., 2013; Sieprath et al., 2015) . Asi mismo, el
nivel de PGC1-a, una proteina relevante para la correcta integridad mitocondrial,
esta disminuido en el HGPS (Xiong et al., 2016).

Dinamica mitocondrial: del nacimiento a la

eliminacion.

Para un buen funcionamiento mitocondrial debe existir un equilibrio entre dos
procesos muy importantes: biogénesis mitocondrial y mitofagia. Esto permite un
recambio de aquellas mitocondrias dafiadas por mitocondrias nuevas y funcionales,
de esta manera se mantiene la integridad mitocondrial de la célula. El proceso de
biogénesis mitocondrial es dirigido por PGC1-a (Fernandez-Marcos and Auwerx,
2011), que actua como activador de la transcripcion de genes relacionados con la
funcién y morfologia mitocondrial, como: NRF2; proteina de respuesta al estrés
oxidativo, NRF1 (factor nuclear derivado de eritroide 1), TFAM (factor de trascripcion
mitocondrial A); proteinas para el mantenimiento de la integridad del DNA
mitocondrial y transcripcion de genes mitocondriales, MFN 1y 2 (mitofusina 1y 2),
OPA1 (proteinas atrofia Optica 1); promotores de la fusion mitocondrial, FIS1 (fision
mitocondrial 1), DRP1 (dinamina relacionada con la dinamina 1); promotores de la

fisibn mitocondrial (Li et al., 2017).

Por lo general las mitocondrias se encuentras organizadas en una compleja

red distribuida en toda la célula que va alternando entre una estructura ramificada y
13



otra fragmentada (fig. 2). Las mitocondrias que se encuentran ramificadas tienen
alta capacidad energética y una baja produccién de ROS. Tienen una morfologia
alargada (como hilos) y poseen movilidad, esto les permite fusionarse y fisionarse
con otras mitocondrias constantemente. El proceso de fusion es mediado por las
proteinas OPA1 y MFN 1y 2. El proceso de fision es dirigido por la proteina DRP1
y por la proteina Fis1. Por otro lado, las mitocondrias disfuncionales (A¥m
despolarizado) son separadas de las estructuras ramificadas mediante fision
mitocondrial, la morfologia de estas mitocondrias es circular y no tienen movilidad,
algunas podrian incluso estar hinchadas, lo que significa que su permeabilidad esta
comprometida, debido al establecimiento del poro de transicion mitocondrial
(MTPT). Posteriormente estas mitocondrias despolarizadas son eliminadas

mediante el proceso de mitofagia. (Ashrafi and Schwarz, 2013; Picard et al., 2013).

1 Oxidative capacity

w " ROS
Mfn1, Mfn2 DRP1, hFIS 0 %
" Opat & m i’» % @al
Apoptotic
signaling
FUSION FISSION

1 permeability transition T permeability transition

T Oxidative capacity 1 Oxidative capacity
T ROS production
T Mitophagy

T Cell death

1 Mitophagy

»
»
» | ROS production
»
»

v v v w w

1 Cell death

Figura 2. Dindmica mitocondrial.

La mitocondria es un organelo dindmico que cambia constantemente de morfologia: A) ramificada,

B) intermedia y C) fragmentada (Picard et al., 2013).
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La mitofagia es el mecanismo especializado de autofagia por el cual las
mitocondrias dafiadas son engullidas en autofagosomas, que posteriormente se
fusionan con lisosomas para promover su degradacion. Esto evita que la
mitocondria siga causando dafio dentro de la célula a través de la generacion de
ROS. La mitofagia es iniciada por la despolarizacion de la mitocondria, que permite
qgue la proteina PINK1 (una serina/treonina cinasa inducida por PTEN) deje de ser
importada a la mitocondria para su degradacion, en consecuencia, PINK1 se
estabiliza en la membrana externa de la mitocondria (fig. 3A). Posteriormente PINK1
fosforila a MFN1, esto favorece que Parkina se una a la membrana mitocondrial
externa, donde de igual manera, PINK1 activa a Parkina mediante la fosforilacion
de la ubiquitina de Parkina. Parkina es una ubiquitina ligasa E3 que ubiquitina a las
proteinas de la membrana mitocondrial externa. De esta manera la mitocondria es
marcada para su degradacion. Parkina se une indirectamente a LC3-Il a través de
la proteina receptora p62 (fig. 3B) (Ashrafi and Schwarz, 2013; Shi et al., 2018).
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Figura 3. Mitofagia.

A) PINK1 se estabiliza en la membrana mitocondrial externa (OM) y fosforila a Parkina, activando su
funcion como ubiquitina ligasa E3. B) una vez que Parkina esté activa, ubiquitina a las proteinas de
la OM, lo que permite que el receptor de autofagia p62 y LC3-1l se una a las proteinas ubquitinadas.
Esto permite que el pre-autofagosoma madure. Posteriormente el autofagosoma se une con un
lisosoma para formar el autolisosoma (Ashrafi and Schwarz, 2013).

Asi, como la mitocondria es preparada para su eliminacion, el proceso de
autofagia debe iniciarse de manera paralela. Esto ocurre de la siguiente manera (fig
4). mediante sefales de estrés o ausencia de nutrientes, la quinasa monofosfato de
adenosina (AMPK; un sensor bioenergético) inhibe al complejo diana de rapamicina
en células de mamifero (mMTOR), lo que activa al complejo ULK1, que normalmente
esta inhibido por mTOR. Posteriormente, el complejo ULK1 es transportado a
regiones lipidicas del reticulo endoplasméatico o a membranas endosomales. En
este lugar, tanto el complejo ULK1 como AMPK fosforilan a Beclina 1. Estas
fosforilaciones evitan que inhibidores de la autofagia se unan y en su lugar se
conforma el complejo fosfatidil-3-inositol quinasa clase tres (complejo PI3K clase
[ll), conformado por VPS34, VPS15, ATG14L y Beclina 1. Este complejo tiene la
funcion de fosfatidil-3-inositol quinasa, de esta forma prepara a la membrana para
que el complejo WIPI se una. La funcién del complejo WIPI es permitir el arribo de
proteinas asociadas a la autofagia (proteinas ATG). El propésito de los pasos
mencionados hasta ahora es establecer las condiciones para que la proteina LC3
(ATG8) se wuna a la porcion hidrofilica del fosfolipido de membrana
fosfatidiletanolamina (PE). Y esto sucede como se describe a continuacién: pro-LC3
es escindida por ATG4, produciendo LC3-1. Después, ATG7, ATG3 y ATG5-12-16,
actuan de manera coordinada para unir a LC3-I a PE, dando como resultado a LC3-
II. Mientras esto sucede ATG9, que tiene porciones de membrana se encarga de
alargar la formacion del autofagosoma naciente (fagoforo). Mientras tanto y antes
de que el fagoforo cierre, diversos adaptadores como p62 junto con cargos
especificos comienzan a ser secuestrados por el fagoforo, estos interactian de
manera directa o indirecta con LC3-Il, de tal modo que LC3-Il tiene la funcion de

receptor para la autofagia (Metaxakis et al., 2018b).

16



Una vez que se forma el complejo LC3-Il con p62 y Parkina (pre
autofagosoma), LC3-II favorece la elongacion y el cierre de la membrana para
formar el autofagosoma. Finalmente, para que el contenido del autofagosoma sea
digerido, tiene que unirse con un lisosoma, este paso es crucial y depende de la
union entre el Receptor de proteina de union NSF (SNARE) y el complejo de
clasificacion de proteinas y fusion homotipica de andamiaje (HOPS), para que el
contenido se degrade eficientemente, se tiene que acidificar el interior del ahora
llamado auto lisosoma, esto permitird que las proteasas lisosomales se activen
(Ashrafi and Schwarz, 2013; Metaxakis et al., 2018b). En el HGPS poco se sabe del
proceso de autofagia, no se ha estudiado el mecanismo a detalle, lo que se sabe es
gue la autofagia podria estar impedida, esto debido a que el uso de diferentes
farmacos que inducen autofagia, provocan una disminucion de progerina y de las
marcas celulares asociadas a la senescencia (Chiarini et al., 2019; Harhouri et al.,
2017). Incluso se ha observado que la autofagia estd aumentada en un ratén
progeroide carente de la enzima ZMPSTE?24, utilizando marcadores tempranos de
la autofagia como mTOR, p62 y LC3 (Marifio et al., 2010; Marifio et al., 2008).
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Figura 4. Autofagia.
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El proceso de autofagia puede ser resumido en 5 pasos: induccion de la autofagia, elongacion del
fagoforo y secuestro de cargos, maduracion del autofagosoma, transporte y fusién lisosomal, y por

Gltimo, la digestién de los cargos. Modificado de (Metaxakis et al., 2018b).

Actualmente hay muchos trabajos que sefalan al factor de transcripcion EB
(TFEB) como un regulador maestro en el proceso de autofagia, esto porque activa
a genes relacionados con la autofagia y los lisosomas (Settembre et al., 2011). La
ausencia en nucleo del TFEB (donde ejerce su funcion) esta relacionada con la

enfermedad de Parkinson (Metaxakis et al., 2018a).

Trafico nuclear en HGPS

De manera normal existen proteinas que estan entrando y saliendo del nucleo a
través de la envoltura nuclear, cuando se trata de proteinas o moléculas pequefias
lo pueden hacer pasivamente difundiéndose por la membrana o cruzado de manera
pasiva el poro nuclear, sin embargo, cuando se trata de moléculas (o complejo de
moléculas) de tamafio superior a los 60 kilo daltones (kDa), se necesitan
mediadores. Estos mediadores son un grupo de proteinas llamadas carioferinas.
Las carioferinas se dividen en dos grandes grupos, importinas y exportinas. Las
importinas son las que se encargan de transportar proteinas cargo del citoplasma
hacia el nucleo, lo hacen reconociendo a sus cargos mediante una secuencia de
localizacion nuclear (NLS), la cual puede ser monopartita con un centro de
aminoéacidos con carga positiva (XXPKKKRKVXXXX, donde X puede ser cualquier
aminoacido) o bipartita, con dos centros de aminoacidos con carga positiva
(XXKRXXXXXXXXXXKKKXX). Las exportinas trasnportan cargos del nucleo hacia
el citoplasma, de manera similar reconocen una secuencia de exportacion nuclear
con un centro intercalado de aminoacidos hidrofébicos (LXXXLXXLXL). Esta
entrada y salida de biomoléculas es impulsada y guiada por el gradiente
bioenergético de la proteina nuclear relacionada a Ras unida a guanina trifosfato o

difosfato (RanGTP/RanGDP).
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El intercambio de biomoléculas entre el ndcleo y citoplasma ocurre de la
siguiente manera (fig. 5): cuando una proteina tiene su NLS expuesta una importina
(por ejemplo: Kapp2) la reconoce y se une, posteriormente al complejo se une
RanGDP, este complejo ternario entra al nucleo, donde se une el factor de
intercambio de Ran-guaninas (Ran-GEF) que cambia RanGDP por RanGTP, esta
variacion provoca el desensamble del complejo ternario y el cargo es liberado.
Posteriormente, el RanGDP liberado es usado en el proceso de exportacion nuclear.
Cuando una proteina expone su NES se une una exportina, la mas comun es la
proteina de mantenimiento cromosomico 1 (CRM1). Al unirse se induce la formacion
de otro complejo ternario formado por la proteina cargo, CRM1 y RanGTP, el
complejo es exportado y se libera la proteina cargo por efecto de la autohidrdlisis
de RanGTP a RanGDP inducida por RanGAP en el citoplasma. Posteriormente
RanGDP puede ser disociada en Ran y GDP o reutilizada en el proceso de
importacion nuclear (por efecto de otro regulador: p10/NTF2), cerrandose asi el ciclo
y manteniéndose el gradiente RanGDP/RanGTP activo (Ding and Sepehrimanesh,
2021). Por otra parte CRM1 es importado al nacleo de manera independiente a Ran,
uniéndose a la proteina del poro nuclear Nup88 (El-Tanani et al., 2016). Para

estudiar el proceso de exportacion nuclear se utiliza de manera regular el inhibidor
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de CRML1, leptomicina B. Este farmaco se une de manera covalente en la cisteina
529 de CRM1 (Horiuchi et al., 1999).

Importacion Exportacion

-

Figura 5. Ciclo de importacién y exportaciéon nucleo-citoplasma.

1) Importacién del complejo ternario conformado por el cargo, RanGDP y la importina. 2) Liberacion del
cargo por el intercambio del RanGDP por RanGTP por la accién de Ran-GEF. 3) formacién del complejo
ternario para la exportacion comprendido por el cargo, RanGTP y la exportina. 4) liberacidn del cargo por
efecto de la autohidrolisis de RanGTP inducida por RanGAP (Ding and Sepehrimanesh, 2021).
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alteraciones del transporte nucleo-citoplasma en el HGPS, a nivel del gradiente de
RanGDP/RanGTP (Datta et al., 2014; Kelley et al., 2011; Snow et al., 2013).
Interesantemente, se ha reportado que la via de importacion no clasica mediada por
Transportina-1 (TNPOL1) esta desregulada, debido a una unién aberrante de esta
proteina a los microtubulos, afectando a otras proteinas como: NUP153 hnRNPA1,

TPR y Ran nuclear. Esta union aberrante es debida a una hiperacetilacion de los
20



microtUbulos por la enzima acetiltransferasa NAT10. La inhibicion de NAT10
mediante remodelina, libera a TNPOL1 y reestablece su funcion en HGPS, lo que
consecuentemente restablece la reorganizacion de la cromatina y la transcripcion
génica global, evitando asi la entrada prematura de las células a senescencia
(Wilson, 2018).
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Antecedentes

En nuestro grupo de trabajo se demostré que CRM1 se encuentra sobre expresada
en el HGPS, tanto a nivel de mensajero, como de proteina. Esta alteracion causa
una exportacion exacerbada de proteinas con NES del nucleo hacia el citoplasma.
Esta sobre actividad de CRM1 fue contrarrestada con el inhibidor LMB. Asi mismo,
se demostré que la sobre-expresion de CRM1 es consecuencia de la presencia de
progerina (Garcia-Aguirre et al., 2019). De hecho, existen cientos de proteinas cuya
localizacion nuclear esta regulada por CRM1, que participan en varios mecanismos
celulares (Xu et al., 2012).

En nuestro grupo de trabajo surgio el interés de evaluar si los distintos
fenotipos celulares asociados con el HGPS (Buchwalter and Hetzer, 2017; Cau et
al., 2014; Tiku and Antebi, 2018) pueden ser atenuados con el tratamiento con LMB.
De manera interesante se observd el rescate de las siguientes marcas de
senescencia celular: expansion nucleolar, morfologia celular senescente, perdida
de ldmina B1, perdida de heterocromatina, la morfologia nuclear aberrante y arresto
celular (Tabla 1) (Garcia-Aguirre et al., 2019). Esto sugiere que la regulacion de la
exportacion nuclear retrasa la senescencia celular en el HGPS, lo que abre la

interrogante de analizar si la disfuncién mitocondrial puede también ser reparada.

Estudiar la funcionalidad mitocondrial es de suma importancia pues se ha
establecido una correlacion entre la induccién de estrés mitocondrial y la
senescencia (Manzella et al.,, 2018), es decir, la acumulacién de mitocondrias
dafiadas puede inducir senescencia (Shi et al., 2018). De acuerdo con esta
aseveracion, la induccion de la mitofagia es suficiente para aliviar las marcas de la
senescencia (Rana et al., 2013; Silvestrini et al., 2018). A este respecto se ha
reportado que TFEB es una proteina clave en el proceso de autofagia/mitofagia.
TFEB presenta una NES dependiente de CRM1 (Li et al., 2018) y su expresion se
regula positivamente por PGC1-a (Tsunemi et al., 2012).
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Tabla 1. Alivio del fenotipo senescente en fibroblastos con HGPS tratados con

LMB

Asi  mismo, se ha relacionado la
acumulacion nuclear de HLH-30, proteina ortéloga
de TFEB en C. elegans, con un aumento en la
longevidad de estos nematodos (Silvestrini et al.,
2018), lo que implica que Ila actividad
transcripcional de HLH-30 promueve la autofagia y

finalmente impacta en la longevidad.

Por otro lado, se ha demostrado que la
recuperacion de la expresion de PGCl-a es
suficiente para recuperar la funcion mitocondrial y
con ello aliviar ciertas marcas de senescencia en
el HGPS (Xiong et al., 2016). Dado que la
transcripcion de PGCl-a es promovida por 2
proteinas que responden al tratamiento con el
inhibidor de la exportacion nuclear LMB
(Fernandez-Marcos and Auwerx, 2011): ATF-2 (Liu
et al., 2006) y FOXO1 (Gerst et al., 2015), seria

interesante evaluar los niveles de PGC1l-a

Fenotipo
asociado a
HGPS

¢Hubo
alivio tras
el

tratamiento

con LMB?
Morfologia Si
nuclear
aberrante
Expansioén Si
nucleolar
Perdida de Si
ldmina B1
Arresto celular Si
Perdida de Si
heterocromatina
B-galactosidasa Si
positivo
Morfologia Si
celular
senescente

después del tratamiento de fibroblastos de individuos con HGPS con este farmaco.

23



Justificacion

El estudio del HGPS ha cobrado relevancia en los ultimos afios, y diversas terapias
para tratar esta patologia han sido propuestas, utilizando farmacos, terapia génica
e incluso dietas (Lai and Wong, 2020). Con base a los descubrimientos de nuestro
grupo de trabajo (Garcia-Aguirre et al., 2019), surge la idea de que la desregulacion
de la exportacion nuclear es un mecanismo que conduce a la senescencia. Por lo
que el uso de inhibidores de la exportacién nuclear que normalizan la actividad de
CRM1 y que consecuentemente alivian diferentes marcas de senescencia celular
representa una alternativa terapéutica prometedora. En este escenario, es
importante definir si la modulacion farmacoldgica de CRM1 con LMB rescata la

funcién mitocondrial en el HGPS.
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Hipotesis

El tratamiento con el inhibidor de la exportacion nuclear LMB mejorara la funcion

mitocondrial de fibroblastos provenientes de individuos con progeria.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar si la inhibicion farmacolégica de CRM1 con LMB recupera la funcién

mitocondrial de los fibroblastos provenientes de individuos con HGPS.

Objetivos particulares

A) Evaluar los pardmetros de funcionalidad mitocondrial (morfologia
mitocondrial, potencial de membrana mitocondrial, niveles de ATP vy
produccién de ROS) en cultivos de fibroblastos provenientes de individuos
con HGPS tratados con el inhibidor de CRM1, LMB:

B) Determinar el mecanismo por el cual se recuperar la funcibn mitocondrial

después del tratamiento con LMB:

a. Biogénesis mitocondrial

b. Mitofagia

26



Estrategia experimental

¢ El tratamiento con LMB mejora la funcién

mitocondrial en fibroblastos con progeria?

Determinacion de la
funcién mitocondrial
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mitocondrial
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mitocondrial

Microscopia
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Materiales y métodos

Cultivo Celular.

Los cultivos primarios de fibroblastos de piel provenientes de una persona normal a
(AG08469, 38 afios de edad) y de 2 individuos con HGPS: HGPS-1 (AG11513, 8
afios de edad) y HGPS-2 (AG11498, 14 afos de edad) (Coriell Cell Repository,
Camden NJ) se propagaran en medio MEM suplementado con aminoacidos
esenciales y no esenciales, 10% (0.1% cuando se sincronizé el cultivo) de suero
fetal bovino inactivado por calor y 50 U/ml de penicilina y estreptomicina, a una
temperatura de 37°C y una atmosfera saturada con agua, con 5% de CO2. Segun
se indique, los cultivos de fibroblastos primarios fueron tratados con leptomicina B
(LMB; Sigma-Aldrich) diluida en el vehiculo (etanol al 70%) o con cloroquina diluida

en PBS. Los cultivos controles se trataran con el vehiculo solamente.

Inmunofluorescencia indirecta Yy microscopia

confocal.

Las células se lavaran con PBS, se fijaran y permeabilizaran incubandolas durante
10 minutos en una solucion al 4% de para-formaldehido. Enseguida, se bloquearan
por 10 minutos con suero-BSA al 5-3% respectivamente y se lavaran con PBS. Se
agregara el anticuerpo primario apropiado y se incubara toda la noche a 4°C.
Después se haran 2 lavados con PBS y se adicionara el anticuerpo secundario
acoplado a fluoresceina o Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories, West
Grove, PA) y se incubara 1 o 2 horas a temperatura ambiente. Se procedera con la
tincion incubando las células durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario
correspondiente. A final, las células se lavaran con PBS y se incubaran durante una
hora a temperatura ambiente con el segundo y tercer anticuerpo secundario.

Enseguida, las preparaciones se lavaran con PBS, se incubaran con 1mg/ml de
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DAPI (49,6-diamidino-2-phenylindole) por 10 minutos para tefiir los nucleos y se
montaran sobre portaobjetos con VectaShield (Vector Laboratories, INC), para su
posterior observacién en un microscopio de epi-fluorescencia acoplado al sistema
de laser confocal, TCS-SP2, Leica (Heidelberg, Alemania), usando un objetivo de
inmersion Plan Neo Fluor 63x (NA = 1.4). La toma de imagenes se llevé a cabo con
el programa Leica LAS AF Lite, y la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia
y los analisis morfométricos se llevara a cabo con el programa ImageJ version
1.46).BIORAD MRC 600. Los anticuerpos primarios usados fueron: anti-TFEB
(santa cruz, sc-166736, monoclonal) 1:50, anti-LC3 (MBL, PD014, policlonal) 1:100.

Tincidn de células in vivo con colorantes vitales

Los fibroblastos WT, HGPS-1 y HAGPS-2, fueron cultivados en cajas p35 con fondo
de cristal, posteriormente, segun se indique, se sincronizaron y trataron con LMB.
Cuando terming el tratamiento se retiré el medio y se realizaron 2 lavados con PBS.
En seguida, se agregdé medio nuevo con suero al 10% y con Lysotracker DND-99
y/o Mitotracker Green FM, a una concentracion de 50 nM y 100 nM respectivamente
y las preparaciones se incubaron por 20 minutos, durante los ultimos 10 minutos se
agrego el colorante Hoechst a una concentracién de 1 ugr/ml, a una temperatura de
37°C y una atmosfera saturada con agua, con 5% de CO2. Finalmente se retird el
medio con el colorante, se realizaron 2 lavados con PBS y se agregd medio con
suero al 10% nuevo. Se monto la caja con las células tefiidas en una camara
hameda con 5% de CO2 adaptada al microscopio confocal antes mencionado. Se
incubaron las células en la camara humeda por 5 minutos y se comenzaron a tomar
las imagenes. La toma de las imagenes y su procesamiento se llevé a cabo como

se menciono previamente.
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Determinacion de los niveles de ATP.

Los niveles de ATP se determinaron usando el kit de Luminescent ATP Detection
Assay Kit (ab113849). Se sembraron los cultivos de fibroblastos WT y HGPS en
cajas p35, se dejaron a una confluencia del 80-90%, posteriormente fueron tratadas
con LMB o con el vehiculo solamente por 3 dias. Al final fueron cosechadas con
tripsina y se contaron 10,000 células por pozo en una caja de 96 pozos.
Posteriormente se lisaron y se les agreg6 los reactivos de quimioluminiscencia, de
acuerdo con el manual del fabricante. Finalmente se realizaron las cuantificaciones

de luminiscencia en un iluminémetro.

Microscopia electronica de transmision.

Los fibroblastos se trataron con 1 nM de LMB o con el vehiculo solamente por 3
dias. Posteriormente se retird el medio y se realizaran 2 lavados con PBS. Las
células se fijaron con glutaraldehido al 3.5% por 30 minutos, enseguida se
cosecharon y se centrifugarén a 1200 RPM por 5 minutos. Se continud con la fijacién
por 1 hora adicional y se centrifugaron nuevamente. Las pastillas celulares se
lavaron 3 veces con PBS y las células se tifieron con acetato de uranilo por 1 hora.
Enseguida se lavaron 3 veces con PBS vy se fijaron con tetra éxido de osmio al 1%
por 30 minutos a temperatura ambiente, y se incubaron una hora en hielo.
Posteriormente, las preparaciones se lavaron 3 veces con agitacion en PBS y se
prosiguié con la deshidratacién: Las preparaciones se incubaron por 15 minutos
secuencialmente con etanol al 50%, 60%, 70%, 80% y 90% y tres veces con etanol
al 100%. Se procedi6 a embeber las muestras con resina, incubandolas 2 horas en
agitacién en una solucion 1:1 de etanol al 100% y resina. Seguido de una incubacién
por 2 horas en una solucion 1:3 de etanol y resina, y finalmente incubando las
muestras 2 veces por 2 horas con resina al 100%. Para concluir el procedimiento,
las muestras se colocaron en el molde la preparacion se etiquetaron y se
polimerizaron por 2 dias a 70°C. Se obtuvieron secciones ultra-finas de los bloques

utilizando un ultra micrétomo Reichert Jung, y se montaron en rejillas de cobre. Las
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placas se analizaron mediante microscopia electrénica de transmisiéon en el
microscopio JEM 1400 (JEOL, Ltd., Japan).

Citometria de flujo.

Los fibroblastos WT, HGPS-1 y HGPS-2 se cultivaron y se trataron con LMB o con
el vehiculo solamente (ver Métodos). Posteriormente las células se cosecharon
usando tripsina diluida con PBS 1:2. Después, se lavaron con PBS y se contaron
300,000 células para su posterior tincién. Para determinar el perfil de ciclo celular,
las células se tifieron con Hoechst (3 pg/ml; longitud de onda de excitacion 361,
emision 497) y se incubaron por 50 minutos a una temperatura de 37°C en una
atmosfera saturada con agua y con 5% de CO2. Para determinar la masa
mitocondrial, las células se tifieron con Mitotracker Green FM (longitud de onda de
excitacion 579, emisioén 599) a una concentracion de 100 nM y se incubaron por 20
minutos como se menciono anteriormente. Para determinar el AWYm, las células se
tiferon con el colorante que se une de manera dependiente al potencial de
membrana mitocondrial MitoTracker Red CMXRos (longitud de onda de excitacién
490, emisién 516) a una concentracién de 10 nM y se incubaron 20 minutos como
se describié previamente. Finalmente, las células se centrifugaron y se colocaron
en medio fresco con el colorante correspondiente. Las células se trasportaron en
hielo para ser analizadas en el citdbmetro de flujo citoflex. Se procedi6 con la lectura
y se tomaron 10,000 eventos por repeticion.

Western blot.

Los extractos de proteinas se analizaron en geles de acrilamida al 10%, 12% y 15%
con SDS y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, las cuales se bloquearon
con la solucion amortiguadora TBS-T y 5% de leche baja en grasas. Enseguida, las
membranas se incubaran con el anticuerpo primario apropiado y después de lavarse

se les agrego el anticuerpo secundario. La sefial se revel6 con el sistema de ECL
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(Amersham) sobre placas de rayos X. La cuantificacion de los niveles de las
proteinas de interés se llevo a cabo mediante andlisis de densitometria de las placas
de rayos X, utilizando un sistema de captura de imagenes (Bio-Rad Laboratories).
Los valores de la proteina de interés se estandarizaron con los valores de la proteina
de control de carga (actina). Los anticuerpos usados fueron los siguientes: anti-
TOM20 (Santa cruz, sc-17764, monoclonal; 1:300), anti-PGC1-a (Termo Fisher,
PA572948, policlonal; 1:500), anti-LC3 (MBL, PD014, policlonal; 1:500), anti-LAMP2
(Sigma, L0668, policlonal; 1:2000), anti-catepsina B (Termo Fisher, PA5-47975,
policlonal de raton; 1:2000), anti-p62 (Cell signaling, 5114, policlonal; 1:2000), anti-
PINK1 (Santa cruz, 38CT20.8.5, monoclonal; 1:300), anti-parkina (Santa cruz, sc-
32282, monoclonal; 1:300.

Extraccion de RNA total.

El RNA total se aisl6 de los cultivos de fibroblastos primarios mediante el uso del
reactivo comercial TRIzol Reagent (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) y del kit de extraccién de RNA Direc-zol RNA MiniPrep (Zymo
Research), siguiendo las indicaciones del fabricante. EI RNA se cuantificé en un
espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000 spectrophotometer; Thermo Fisher
Scientific, Inc.). La integridad del RNA se verifico mediante su corrimiento en geles
de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. Finalmente, las muestras se almacenaron

a -70°C hasta el momento de su uso.

Reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a
transcripcion reversa en tiempo real (RT-gPCR

tiempo real).
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Las reacciones de RT-gPCR se llevaron a cabo utilizando el kit KAP SYBR FAST
one step, utilizando 100 ng de RNA por reaccién y 100 nM de cada oligonucleotido,
y el termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). La
expresion del RNA mensajero de PGC1-a se cuantific y se normalizd con respecto
a actina (control interno). Las secuencias de los oligonucleétidos que se emplearon
fueron las siguientes: PGC1l-a forward 5- ATCCTCTTCAAGATCCTGCT -3,
reverse 5-GACTCTCGCTTCTCATACTCTC-3’; actina forward 5-
CAGACAGCGAAAGGATGAG-3, reverse 5-CAGACAGCGAAAGGATGAG-3..

Analisis estadistico.

El andlisis estadistico de los diferentes experimentos se llevo a cabo mediante la
prueba “t” de Student no pareada. Los datos representan la media + DE (desviacion
estandar de la media) de una serie de tres experimentos separados, y los valores
de p<0.05 se tomaron como estadisticamente significativos. Cuando se sefala, el
analisis estadistico se llevd a cabo utilizando la prueba ANOVA los datos se
representaron como la media £ SD de una serie de tres experimentos separados.
Los valores de p <0.05 se tomaron como estadisticamente significativos. El andlisis

estadistico se realizd con el software GraphPad Prism 5 (San Diego).

Resultados y discusion.

La modulacién farmacol6gica de CMR1 mediante tratamiento con LMB

restablece la funcién mitocondrial
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Como un primer paso para analizar si la modulacion farmacolégica de la actividad
de CRM1, mediante tratamiento con LMB, restablece la funcion mitocondrial en los
fibroblastos de individuos con HGPS, decidimos evaluar inicialmente la morfologia
mitocondrial de los cultivos WT, HGPS-1 Y HGPS-2, tratados con LMB o con el
vehiculo solamente (control). Los fibroblastos WT se sincronizaron en la fase G0O/G1
previo al tratamiento con LMB , (Fig. 6), debido a que en esta fase del ciclo celular
las mitocondrias muestran su morfologia tipica ramificada (Antico Arciuch et al.,
2012). La morfologia mitocondrial se observé usando el colorante vital Mitotracker
Green FM, el cual tifie las mitocondrias de manera independiente al potencial de

membrana mitocondrial.

A) B) Asincronico Sincrénico

Bl cam

Il co/G1

% de celulas

Figura 6. Analisis de la morfologia mitocondrial en cultivos sincronizados de
fibroblastos WT

A) los fibroblastos WT se cultivados en medio suplementado con 10% de suero (cultivo asincrénico),
0 con 0.1% de suero por 24 horas (arresto del ciclo celular). Posterior al tratamiento de arresto
celular, los cultivos se incubaron en medio con 10% de suero por 24 horas (condiciones de un cultivo
sincronico). Posteriormente las células se cosecharon, se tifieron con Hoechst y se analizaron
mediante citometria de flujo (10,000 eventos) para obtener el perfil de ciclo celular. B) Las
mitocondrias se tifieron con el colorante vital Mitotracker Green FM y se observaron en un
microscopio confocal. Las imagenes corresponden a proyecciones maximas. La barra de la escala

corresponde a 10 um.

Tras el arresto celular utilizando medio con 0.1% de suero, se obtuvo un
92.5% de células en la fase GO/G1, mientras que en el cultivo sincrénico se obtuvo
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un 91.1% de células en la fase GO/G1, respecto al cultivo asincrénico que presenta
un 76.2% de células en la fase GO/G1 (fig. 6A). Posteriormente se analizé la
morfologia de las mitocondrias del cultivo sincronizado en la fase GO/G1 y del cultivo
asincrénico. Se observaron mitocondrias més alargadas y ramificadas en los
cultivos sincronizados, con respecto al cultivo asincronico (Fig. 6B). Este andlisis
nos permitié posteriormente el analisis comparativo de la morfologia mitocondrial de
los fibroblastos HGPS-1 y HGPS-2 con los fibroblastos WT, tratados y no tratados
con LMB. Los cultivos de fibroblastos WT, HGPS-1 y HGPS-2 se trataron con LMB
a una concentracion de 1nM y 50nM por 6 dias (Fig. 7), o con LMB a las
concentraciones de 1nMy 50nM por 3 dias (Fig. 8). La sincronizacién de los cultivos
se realizé utilizando medio con suero al 0.1% por 2 dias o por 24 horas antes de
terminar el tratamiento con LMB. Posteriormente, las células se crecieron en medio
con suero al 10%. La morfologia mitocondrial predominante en los fibroblastos WT
fue alargada y ramificada con zonas coloreadas con un verde mas intenso, lo que
corresponde con la tincibn de mitocondrias reticulares que poseen capacidades
respiratorias y energéticas normales. En los fibroblastos HGPS-1 tratadas con el
vehiculo solamente, se observaron mitocondrias con morfologia alargadas y otras
con morfologia acortada. Asi mismo, encontramos mitocondrias fragmentadas e
hinchadas. De manera similar, en los cultivos HGPS-2 observamos una cantidad
significativa de mitocondrias fragmentadas y zonas de mitocondrias coloreadas con
un verde poco intenso, lo cual corresponde con mitocondrias hinchadas/dafiadas.
En conclusion, la morfologia de las mitocondrias de los cultivos HGPS-1 y HGPS-2

sugiere una pérdida de funcionalidad mitocondrial.
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LMB (6 Dias)

Vehiculo 1nM 50nM
) .
o .
o .

Figura 7. Restablecimiento de la morfologia mitocondrial de Iso fibroblastos HGPS
después del tratamiento con LMB por 6 dias.

Los fibroblastos WT, HGPS-1 y HGPS-2 fueron cultivados y tratados con 1nM y 50nM de LMB por
3 dias. Los cultivos se sincronizaron previamente en la fase GO/G1. Las células se tifieron con el
colorante vital Mitotracker Green FM y las imagenes corresponden a proyecciones maximas. La

barra de la escala corresponde a 10 pm.

De manera interesante, después del tratamiento con LMB se observo la

recuperacion de la morfologia ramificada y alargada de las mitocondrias con su
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arreglo reticular tipico en los cultivos HGPS-1 y HGPS-2 (Fig. 7 y 8). Estos
resultados sugieren que se restablecio la funcionalidad mitocondrial. Debido a que
el efecto de la LMB fue similar con las diferentes concentraciones usadas y con los
diferentes periodos de tratamiento, elegimos el tratamiento con 1 nM de LMB por

tres dias para evitar el efecto téxico de la LMB.

LMB (3 Dias)

Vehiculo 1nM 50nM
) .
. .
o .

Figura 8. Recuperaciéon de la morfologia mitocondrial de los fibroblastos
HGPS después del tratamiento con LMB por 3 dias.

Los fibroblastos WT, HGPS-1 y HGPS-2 fueron tratados con 1nM y 50nM de LMB por 3
dias. Previamente al tratamiento con LMB, los cultivos se sincronizaron en fase 0/G1. Las
células se tifieron con el colorante vital Mitotracker Green FM y las imagenes corresponden

a proyecciones méximas. La barra de la escala corresponde a 10 pm.
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Posteriormente se llevd a cabo el analisis morfométrico de las mitocondrias
calculado los siguientes parametros: area mitocondrial, circularidad y diametro de
feret (la distancia mas larga entre dos puntos de un cuerpo cilindrico). Encontramos
que tanto el area mitocondrial (Fig. 9-B) como el diametro de feret disminuyen en
los cultivos HGPS, con respeto a los cultivos WT (Fig. 9-D). De manera consistente
con las imagenes de microscopia confocal el analisis morfométrico confirmé que el
tratamiento con LMB provoca que los valores morfométricos de las mitocondrias de
las células ahora se asemejen a los valores de las mitocondrias de los cultivos WT
(Fig. 9-C). Dado que se encontré que el area mitocondrial de los fibroblastos HGPS

se recuperaron en respuesta al tratamiento con LMB, decidimos evaluar la masa
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Figura 9. Andlisis morfométrico de las mitocondrias de los fibroblastos HGPS.
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A) Se muestran imégenes representativas de mitocondrias teflidas con el colorante Mitotracker Green
FM y analizadas por microscopia confocal. Se muestran las graficas con los pardmetros de éarea
mitocondrial (B), circularidad (C) y diametro de fetet (D) mitocondrial. Se evaluaron 20 células por
condicién de cada uno de tres experimentos independientes. Los valores corresponden al promedio +
SD, y las diferencias significativas se obtuvieron mediante la prueba de ANOVA de una via. La barra de

la escala corresponde a 10 pm.

mitocondrial. En primera instancia utilizamos el colorante vital Mitotracker Green FM

para llevar a cabo ensayos de citometria de flujo.
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Para corroborar la funcionalidad del colorante reactivo Mitotracker green,
despolarizamos el potencial de membrana mitocondrial (AYm) con el iono6foro
liposoluble carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP). Se ha reportado
que el tratamiento con altas concentraciones de CCCP dafia las mitocondrias
despolarizdndolas y activando el proceso de mitofagia, pero dafiando a los

lisosomas evitando que la mitofagia concluya con éxito, permitiendo la acumulacién
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de restos mitocondriales no degradados (Lombardo et al., 2018). Por lo tanto, este

Figura 10. Determinacién de la masa mitocondrial de los fibroblastos HGPS tratados con
LMB.

A) Se evaluo la masa mitocondria de los fibroblastos WT tratados con las concentraciones de CCCP indicadas
o con el vehiculo solamente por 20 minutos. Enseguida, las células se tifieron con el colorante Mitotracker
green para medir la masa mitocondrial mediante citometria de flujo. (Ver métodos). (B). Se evalud la masa
mitocondria de los fibroblastos WT, HGPS-1 y HGPS-2 como se indica en el apartado A. Los fibroblastos WT
(C) y HGPS-1 (D) fueron tratados con 1nM de LMB o con el vehiculo solamente por 3 dias. Previo al
tratamiento los cultivos se sincronizaron en fase GO/G1. Las células se cosecharon y se tifieron con
Mitotracker Green FM y se evalud por citometria de flujo la masa mitocondrial de 10,000 eventos de 3
experimentos independientes. Se grafico la fluorescencia promedio respecto al vehiculo + SD. Para el analisis
estadistico se realiz6 la prueba t de Student, con un 95% de confianza. (E). Se evalud la masa mitocondrial
por WB utilizando un anticuerpo anti-TOM20 y empleando los valores de actina como control de carga. Se
muestra un gel representativo (arriba) de tres experimentos independientes. La grafica de la parte inferior

corresponde al andlisis estadistico con la prueba ANOVA de una via y con un 95% de confianza.

reactivo provocaria finalmente un aumento de la masa mitocondrial.
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De acuerdo con lo esperado, el tratamiento con CCCP induce un aumento en
la masa mitocondrial, lo que nos indica que el colorante Mitotracker green funciona
adecuadamente para evaluar este parametro. Los fibroblastos HGPS muestran una
disminucién significativa de la masa mitocondrial (Fig. 10-B), por lo que
aparentemente la disfuncién mitocondrial de los cultivos HGPS no tiene relacion con
la perturbacion del AWm, a diferencia del tratamiento con CCCP. Interesantemente
el tratamiento con LMB recupera la masa mitocondrial de los fibroblastos HGPS
(Fig. 10-C y D). Para confirmar estos hallazgos se evalué la masa mitocondrial por
otro método, la determinacion de los niveles de TOM20 por WB. TOM20 es una
proteina exclusiva y constitutiva de las mitocondrias, por lo que la determinacién de
sus niveles nos da una medicion creible de la cantidad de mitocondrias (Contino et
al., 2017). En concordancia con los ensayos previos, el nivel de TOM20 disminuyen
en los fibroblastos HGPS, con respecto a los fibroblastos WT, pero la cantidad de
esta proteina mitocondrial se recupera a un nivel similar al del cultivo WT, después
del tratamiento con LMB. Para ahondar sobre el efecto que tiene el tratamiento con
LMB sobre la funcién mitocondrial, se evalué el AWm de las mitocondrias utilizando
el colorante vital MitoTracker Red CMXRos, el cual se une a las mitocondrias de
manera dependiente del A¥Ym. Como un primer paso se probé la funcionalidad del
Mitotracker mediante tratamiento de los fibroblastos WT con CCCP. De acuerdo con
lo esperado, la incubacion con CCCP reduce el AWm de los fibroblastos WT (Fig.
11-A). Después se determiné el AWYm de los cultivos WT y HGPS. En concordancia
con la literatura, las mitocondrias de los fibroblastos HGPS muestran una
disminucién del AWm (fig. 11-B). En apoyo al efecto positivo de la LMB sobre la
fisiologia mitocondrial, los fibroblastos HGPS recuperaron su AWm después del
tratamiento con este farmaco (Fig. 11-C y D).
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Figura 11. La inhibicion farmacolégica de CRM1 con LMB restablece el AYm de
las mitocondrias de las células HGPS.

A) Los fibroblastos WT fueron tratados con CCCP a las concentraciones indicadas por 20
minutos, posteriormente se tifieron con el colorante Mitotracker rojo o verde y se evalué el AWm
de las mitocondrias a través de la medicion de la fluorescencia mediante citometria de flujo (10,
000 eventos, n=1). (B) Se mido el A¥Ym de las mitocondrias de los fibroblastos WT y HGPS como
se describié en el apartado A. (C y D ) Se calcul6 el A¥Ym de las mitocondrias de los fibroblastos
HGPS1 y HGPS 2 tratados con LMB o con el vehiculo solamente. Se graficé la fluorescencia
promedio + SD respecto a las células control. Para el andlisis estadistico se realizé la prueba t

de Student con un 95% de confianza.

Se prosiguid a evaluar los niveles relativos de ATP que producen las
mitocondrias de los cultivos WT y HGPS. Se observd una disminucién
estadisticamente significativa de los niveles de ATP en los fibroblastos HGPS, y de
manera interesante, los niveles de ATP de los fibroblastos HGPS niveles se
recuperaron después del tratamiento con LMB (Fig. 12). En su conjunto, los
resultados demuestran que el tratamiento con LMB recupera la funcionalidad

mitocondrial de las células HGPS.
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Figura 12. La produccion deficiente de ATP que presentan los fibroblastos HGPS se

normalizé después del tratamiento con LMB.

Se evaluaron los niveles de ATP en los fibroblastos WT y HGPS-1 tratados con 1nM de LMB o con
el vehiculo solamente por 3 dias LMB. (ver métodos). Se grafico la intensidad de luminiscencia
promedio + SD y las diferencias significativas se obtuvieron mediante la prueba ANOVA de una via

con un 95% de confianza.

La modulacién farmacolégica de CRM1 con LMB restaura la fisiologia

mitocondrial a través de lainduccién de la mitogénesis.

Con el proposito de identificar el mecanismo que permite la recuperacion de la
fisiologia mitocondrial a través del tratamiento de los cultivos HGPS con el inhibidor
de CRM1 (LMB), evaluamos la implicacion de dos procesos celulares: a) la
biogénesis mitocondrial y b) la mitofagia. Para abordar la primera hipétesis
evaluamos la expresién del factor de trascripcion maestro de la biogénesis
mitocondrial, la proteina PGC1-a. Mediante ensayos de inmunodeteccion en fase
solida determinamos que el nivel de PGC1l-a disminuye drasticamente en los
fibroblastos HGPS; no obstante, el tratamiento de estos cultivos con LMB
incremento el nivel de PGC1-a hasta alcanzar una concentracion similar a la de los
fibroblastos silvestres (Fig. 13-A). De manera similar, el transcrito de PGC1-a fue

indetectable en los fibroblastos HGPS, pero después del tratamiento con LMB

42



muestra un incremento notorio (Fig. 13-B). En su conjunto estos resultados implican
gue la normalizacién de la exportacion nuclear a través del tratamiento con LMB,
induce la expresion de PGC1-a y probablemente la induccion de sus genes blancos
también, los cuales controlan la biogénesis mitocondrial (Xiong et al., 2016), con ello
mejorando la capacidad energética celular a través de una mejora funcional de las
mitocondrias (Wu et al., 1999) e incluso teniendo un efecto anti senescente (Kim et
al., 2019; Sahin et al., 2011). Por otro lado, en el cultivo WT se observa una
disminucién sorpresiva del PGC1-a, pero solo a nivel de proteina, no a nivel de
MRNA, sugiriendo que esta disminucion se debe a una regulacion a nivel de
proteina. Se ha reportado que PGC1-a es una proteina de vida media corta (menos
de 30 min) que es susceptible a ser degradado por el sistema ubiquitina-proteasoma
en el nucleo (Trausch-Azar et al., 2010), a través de diversos mecanismos: como el
frio mediante la proteina anillo de dedo 34 (RNF34) y SCFC%4 que son ubiquitina-
ligasas E3 que favorece la degradacion de PGC1-a ubiquitinada (Olson et al., 2008;
Wei et al., 2012); la acetilaciéon de PGC1-a (Kim et al., 2019); y por la subunidad
20S del proteasoma (sin la subunidad reguladora 19S) de manera NQO1-NADH
dependiente (Adamovich et al., 2013). Ademas, se ha reportado que la
desacetilacion de la proteina PGC1-a promueve la estabilizacion de sus niveles y
su localizacion nuclear, promoviendo su actividad promotora y la correcta funcion
mitocondrial, por otro lado, PGC1-a es fosforilada por GSK3 para su eliminacién
por la proteasoma en el nucleo (Anderson et al., 2008). Por tanto, para explicar por
un lado la subida en los niveles de PGC1-a en HGPS y la bajada en WT es esencial

estudiar tanto la acetilacion de PGC1-a como su fosforilacién por GSK3.

La induccién de la expresion de PGC1- a explica la aparicion de nuevas
mitocondrias en los cultivos HGPS tratados con LMB; sin embargo, no explica la
desaparicion de mitocondrias dafiadas (hinchadas) que ocurre después del
tratamiento. Por lo tanto, decidimos abordar la segunda hipétesis que plantea que
el tratamiento con LMB induce el proceso de mitofagia, el cual se encarga de

eliminar las mitocondrias dafadas.
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Figura 13. La expresion disminuida de PGC1-a que presentan los fibroblastos HGPS

se restablece con el tratamiento con LMB.

Se determinaron los niveles de PGC1-a a nivel de proteina (A) y mRNA (B) mediante ensayos de
Western blot y RT-PCR cuantitativo (qRT-PCR), respectivamente. (A). Se muestra un gel
representativo (arriba) y el andlisis densitométrico de tres experimentos independientes (panel
inferior), donde se usaron los niveles de actina para normalizar los resultados (control de carga). Los
datos corresponden al promedio de tres experimentos independientes + SD y las diferencias
significativas se obtuvieron mediante la prueba ANOVA de una via con un 95% de confianza. Para
la determinacién de los niveles de mRNA se realizaron 2 experimentos independientes y se promedio

el valor Log2-44Ct + SD.
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La modulacion farmacolégica de CRM1 con LMB en HGPS promueve la

eliminacion de mitocondrias dafiadas, mediante mitofagia.

Para analizar el proceso de mitofagia evaluamos cuatro pasos importantes: (a) la
correcta localizacion del factor de trascripcion maestro (TFEB), que regula genes
tanto de autofagia como de mitofagia y el funcionamiento lisosomal; (b) las marcas
iniciales de la mitofagia: PINK1 y parkina; (c) la conversion de LC3-l a LC3-II
(cantidad de autofagosomas); y (d) la funcién lisosomal. Normalmente TFEB debe
estar en el nlcleo para activar sus genes blancos, sin embargo, debido a que TFEB
contiene una NES funcional (Li et al.,, 2018) es posible que se encuentre
deslocalizado en los fibroblastos HGPS por la actividad exacerbada de CRML1. De
acuerdo con nuestra prediccién, observamos una deslocalizacion de TFEB del
ndcleo hacia el citoplasma en una fraccion de los fibroblastos HGPS, con respecto

al cultivo WT. Sin embargo, TFEB se relocaliz6 hacia el nucleo después del

i

LMB =

Vehiculo

- 1@. ..
HGPS?’H. E.

Figura 14. La deslocalizacion del nucleo hacia el citoplasma de TFEB que

Fnlc

HGPS- 1 HGPS- 3

presentan los fibroblastos HGPS se revierte después del tratamiento con LMB.

Se determind la localizacién subcelular de TFEB mediante ensayos de inmunofluorescencia
indirecta en los cultivos WT, HGPS-1 y HGPS-3 tratados con LMB o con el vehiculo solamente.
Se muestran las imagenes representativas de tres experimentos independientes. La barra de la
escala corresponde a 10um.Se cuantifico la relacion nacleo/citoplasma de la sefial fluorescente
que genero el anticuerpo anti-TFEB (Fn/Fc+ SD), y las diferencias significativas se determinaron

mediante la prueba ANOVA de una via con un 95% de confianza (panel derecho)

tratamiento de los fibroblastos HGPS con LMB (Fig. 14): Estos resultados indican
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gue el proceso de autofagia/mitofagia podria estar alterado en las células HGPS, y
qgue la relocalizacion nuclear de TFEB después del tratamiento con LMB podria
restablecer el flujo de la autofagia, en caso de que se encuentre dafiado. Por lo
tanto, procedimos a evaluar los niveles de PINK1 y parkina. PINK1 es una cinasa
de serina/treonina que promueve la union de parkina a las mitocondrias
despolarizadas para promover su degradacion mediante autofagia (Kumar and
Reichert, 2021). Como un control positivo se activo el proceso de mitofagia mediante
el tratamiento de las células con CCCP. De manera inesperada, observamos la
fosforilacion de PINK1 en los cultivos HGPS sometidos o no a tratamiento con
CCCP (Fig. 15-A). Asi mismo, encontramos un aumento en el nivel de parkina en
los fibroblastos HGPS sin tratamiento, con respecto a los fibroblastos WT (Fig. 15-
B) ademas de una disminucién de parkina después del tratamiento con CCCP a
bajas concentraciones (10 uM), esto podria deberse a que Parkina podria estar
siendo eliminada por mitofagia o por proteasoma o a que el anticuerpo no detecta a
parkina ubiquitinada (Aguileta et al., 2015). Interesantemente, el contenido de
parkina disminuy6 en HGPS con el tratamiento con LMB hasta un nivel que asemeja
al observado en los fibroblastos WT sugiriendo que LMB regresando a los niveles
de mitofagia basal y que debido a que la mitofagia no esté alterada en el cultivo WT
tratado con LMB no se ven diferencias significativas respecto a WT sin tratamiento,
ademas que no hay acumulaciéon de mitocondrias dafiadas en el cultivo WT con y
sin LMB, por tanto el proceso de mitofagia no estd anormalmente dafiado ni

activado.
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Figura 15. PINK1 y Parkina se encuentran activas en HGPS.

Para la determinacién de los niveles de las proteinas PINK1 (A) y parkina (B) tratados con CCCP y
LMB. Se muestra un gel representativo de cada experimento y el grafico estadistico (panel B, abajo)
el promedio de los niveles de parkina + SD de tres experimentos independientes. Para el analisis

estadistico se realizé la prueba ANOVA de una via con un 95% de confianza.

Tanto la presencia de PINK1 como de parkina sugieren que el proceso de
marcaje de las mitocondrias dafiadas esta activo. Incluso se observa un aumento
en los niveles de parkina y posiblemente de la fosforilacion de PINK1 en HGPS.
Esto podria sugerir dos cosas, primeramente, que la mitofagia esta aumentada o
que el aumento de estas marcas corresponde a la acumulacion de mitocondrias
dafiadas que se observaron en el estudio morfométrico de las mitocondrias
previamente, es decir las mitocondrias hinchadas que observamos podrian estar

marcadas para su degradacion, sin embargo, esto no sucede.

El siguiente paso importante en el proceso de mitofagia y en general de la
autofagia es la conversion de LC3-1 a LC3-Il. Para poder observar esta conversion
es importante usar inhibidores de la autofagia, como cloroquina (CQ), este inhibidor
alcaliniza lisosomas, previniendo la fusion entre lisosomas y autofagosomas, de

esta manera se previene la degradacion y acumula a LC3-Il, dandonos una idea
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confiable de la cantidad de autofagosomas en la célula a través de la determinacién
de la relacion LC3-II/LC3-I (Klionsky et al., 2021).

A) wve
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Figura 16. Existe una acumulacion de autofagosomas en HGPS que se revierte después del

tratamiento con LMB.

Por inmunofluorescencia (A) y WB (B) se evalu6 la presencia de autofagosomas utilizando el anticuerpo
anti-LC3 para ver la acumulacion de LC3-Il. Las células fueron tratadas con o sin LMB (en las condiciones
previamente establecidas) y CQ (50 uM por 12 h). Se determinaron los niveles de p62 (C). Se muestra un
gel representativo de cada experimento y el gréfico estadistico de la relacion LC3-II/LC3-l y p62 (panel B y
C, abajo, respectivamente) con el promedio de los niveles + SD de tres experimentos independientes para
LC3-1I/LC3-1 y de uno para p62. Para el analisis estadistico se realiz6 la prueba ANOVA de una via con un

95% de confianza. La barra de la escala es igual a 5 um.

El resultado fue el siguiente, primero es importante establecer que el
tratamiento con CQ fue util para acumular a LC3-Il, por tanto, para determinar la
razon LC3-II/LC3-1 y evaluar la presencia de autofagosomas (fig. 16-A y B). De
manera sorprendente, la relacion LC3-1l/LC3-1 aumenta en HGPS tratada con CQ,
respecto al grupo WT tratado con CQ, sugiriendo un aumento en la presencia de
autofagosomas. Ademas, resulté interesante observar que con el tratamiento con
LMB y CQ en el cultivo WT la relacion LC3-1I/LC3-I aumento, respecto al grupo WT
tratado con CQ, mientras que en el grupo HGPS tratado con LMB y CQ disminuyo

respecto al grupo HGPS tratado con CQ, acercandose a valores semejantes al
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grupo WT tratado con CQ (fig. 16-Ay B). Aparentemente en las WT la LMB aumentd

el flujo porque se acumularon mas autofagosomas con la CQ.

Aqui observamos efectos diferentes de LMB en la relacion LC3-1I/LC3-1, en
WT un aumento, el cual es consistente por el resultado previo de la acumulacion en
el nucleo de TFEB con el tratamiento con LMB (fig. 14), ademas se ha reportado
que la acumulacion de TFEB en el nacleo promueve la autofagia (Silvestrini et al.,
2018) y aumenta la relaciéon LC3-1I/LC3-1 (Zhou et al., 2021) en individuos sanos.
Sin embargo, en HGPS ocurre algo totalmente diferente, sin LMB la relacion LC3-
[I/LC3-l se encuentra de por si aumentada, sin embargo, encontramos en este
cultivo una acumulacién de mitocondrias dafiadas (fig. 9) y un aumento en la
presencia de las proteinas parkina y de PINK1-p (fig. 15) por lo que pareciera que
el proceso de mitofagia estuviera alterado, pero no en los primeros pasos, porque
LC3-1 es capaz de convertirse a LC3-1l. Sorpresivamente, LMB recupera la relacion
LC3-1l/LC3-1 en HGPS a niveles del cultivo WT, parece que LMB si tiene un efecto
benéfico no solo en la salud mitocondrial si no en el proceso de autofagia. Y que la
acumulacion desmedida de autofagosomas bajo ciertas circunstancias puede ser
nocivo o incluso puede ser indicador de una autofagia impedida en pasos mas
tardios (Montiel et al., 2020; Torres-Esquivel et al., 2020).

Para entrar mas en detalle evaluamos a la proteina p62 (fig. 14-C), este es el
correceptor que se une tanto a LC3-Il como a las mitocondrias dafiadas para su

eliminacién, interesantemente observamos que existe una disminucion en los
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Figura 17. En HGPS existe una deficiencia lisosomal que LMB recupera parcialmente.

Por inmunofluorescencia (A) y WB (B) se evalu6 la presencia de lisosomas utilizando el colorante vital

lysotracker DND-99 y el anticuerpo anti-LAMP2, respectivamente. Las células fueron tratadas con o sin

LMB. En el panel A se muestran las imagenes representativas de las fluorescencias (izquierda) y el grafico

del nimero de lisosomas promedio + SD por célula. En el panel B se muestra un gel con los niveles de la

proteina LAMP2 normalizados con actina representativo de 3 experimentos, abajo a la izquierda el grafico

de los niveles de proteina promedio + SD de la proteina completa 100 kDa y abajo a la derecha el gréfico

de los niveles del fragmento de LAMP2 de 30 kDa promedio + SD. Para el analisis estadistico se realizd

la prueba ANOVA de una via con un 95% de confianza. La barra de la escala es igual a 10um.
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niveles de p62 en el cultivo con HGPS, respecto al grupo WT, indicando que si existe
una degradacion autofagica tanto de LC3-Il como de p62 (fig. 14). Sin embargo, con
el tratamiento con LMB se observa un aumento notorio en ambos cultivos, esto
podria deberse a que la expresion de p62 podria estar siendo promovida por TFEB
(Settembre et al., 2011). En la literatura se ha reportado que el flujo autofagico
puede estar impedido, pero a su vez pueden estarse activando sefiales que podrian
indicar lo contrario: como un aumento en la presencia de mitocondrias dafadas, la
activacion de PINK1 y parkina y un aumento en la relacion LC3-II/LC3-I (Padman et
al., 2013), a pesar de que las proteinas receptoras de cargos como LC3-1l (Saetre
et al., 2015) o incluso p62 estén siendo degradadas en el cultivo HGPS sin

tratamiento, como es el caso de este trabajo.

Existe una deficiencia lisosomal en HGPS la cual es revertida parcialmente
con el tratamiento con LMB.

Como se menciond previamente, es posible que la autofagia esté impedida
en pasos posteriores, para probar esta hipotesis procedimos a evaluar la salud
lisosomal. El primer abordaje fue cuantificar el nUmero de lisosomas por célula.
Sorprendentemente en HGPS se observé una disminucion significativa del nimero
de lisosomas respecto al grupo WT y con el tratamiento con LMB hay una
recuperacion parcial (fig. 17-A). Para corroborar estos resultados se midieron los
niveles de LAMP2, una proteina exclusiva y constitutiva de los lisosomas
(Alessandrini et al., 2017). De manera consistente se encontré6 una disminucion
significativa de los niveles de LAMP2 y después del tratamiento con LMB una
recuperacion parcial (fig. 17-B), ademas, se encontré la presencia de un fragmento
de LAMP2 de 30 kDa, este fragmento indica que la membrana lisosomal ha perdido
su integridad, comprometiendo la funcionalidad lisosomal (Boya and Kroemer, 2008;
Gbomez-Sintes et al., 2016; Montiel et al., 2020). Se ha reportado que la disminucién
en los niveles de LAMP2 esta relacionado con la acumulacion de vacuolas
autofagicas, es decir es causal del impedimento autofagico (Eskelinen, 2006), por
otro lado, dado que la funcionalidad lisosomal esta intimamente relacionada con la

autofagia y la regula mediante mTOR y TFEB (Laplante and Sabatini, 2012,
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Roczniak-Ferguson et al., 2012), la promocién de la correcta actividad lisosomal
esta relacionada con efectos anti edad y la prolongacion de la vida (Carmona-
Gutierrez et al., 2016). A la luz de estos resultados es evidente proponer que la

causa del impedimento en la mitofagia se encuentra a nivel lisosomal.

Esta claro que existe una deficiencia lisosomal, por tanto, nos preguntamos
si la actividad lisosomal estaba comprometida, para esto evaluamos la presencia de
la enzima catepsina B. Catepsina B es una pre-pro-apoenzima que tiene la funcién
de cisteina proteasa, es de las principales proteasas que hay en los lisosomas.
Catepsina B tiene que ser cortada en dos ocasiones para llegar a su forma madura
y activa. El primer corte ocurre en el reticulo endoplasmatico (pro-catepsina B) y el
ultimo corte, que es un auto corte, ocurre solamente en el lisosoma bajo condiciones

de pH acido y (4.5 a 5) (Cavallo-Medved et al., 2011). Por tanto, observar la
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presencia de la forma de catepsina B madura nos dara una idea de la actividad

lisosomal.

Para abordar esta pregunta, primero se demostré que el auto-corte depende
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Figura 18. Los lisosomas en HGPS son funcionales.

Por WB se evalud la expresion de catepsina B madura utilizando el anticuerpo anti-Catepsina B.
Las células fueron tratadas con o sin LMB (a las condiciones previamente establecidas). En el panel
A se muestra un gel representativo de 3 experimentos y el grafico (abajo) de los niveles promedio
de catepsina madura + SD. En el panel B se muestra un gel representativo de 3 experimentos con
los niveles de catepsina B madura + SD. Se utilizo a actina como control de carga. Para el analisis

estadistico se empled la prueba de t de Student con una confianza del 95%.

realmente del pH lisosomal, para ello se utiliz6 CQ un agente alcalinizante de los
lisosomas que impediria la maduracién de pro-catepsina B a catepsina B. Y como
era de esperarse cuando se tratd al cultivo WT con CQ el corte se evitd en su
totalidad (fig. 18-A), por lo tanto, el corte de catepsina B resulta un buen abordaje
para evaluar la funcién lisosomal. Posteriormente se determinaron los niveles de
catepsina B en los cultivos WT y HGPS con y sin tratamiento con LMB.
Interesantemente en HGPS se encontrdé un aumento en la presencia de catepsina
B madura (fig. 18-B) lo que indica que los lisosomas son funcionales, esto es

consistente con que, tanto LC3-Il como p62 (fig. 16) si estan siendo degradadas en
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HGPS (Marifio et al., 2008). Cuando se compararon HGPS con y sin tratamiento
con LMB no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (fig. 18-A),
esto sugiere que LMB no tiene algun efecto sobre la actividad de los lisosomas en
HGPS. Hasta ahora los resultados arrojan que, aunque los lisosomas son
funcionales, existe una baja cantidad de lisosomas por célulay de LAMP2 en HGPS
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Figura 19. Existe una deficiencia en la fusién lisosomal en HGPS que es aliviada con el

tratamiento con LMB.

Los fibroblastos WT y HGPS-1 fueron cultivados y tratados con LMB, bajo las condiciones establecidas
anteriormente, al final del tratamiento se tifieron con los colorantes vitales mitotracker green, lysotracker DND-
99 y Hoechst. A la derecha se muestran las graficas de intensidad de fluorescencia de los colorantes

mitotracker green y lysotracker DND-99. La barra de la escala es igual a 10um.
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respecto al cultivo WT y que después del tratamiento con LMB hay una recuperacion

parcial de ambos parametros.

Los hallazgos previos nos llevaron a hipotetizar que eldefecto en la mitofagia
podria esta a nivel de la fusion entre los autofagosomas y los lisosomas. Por lo que
se realizaron colocalizaciones entre lisosomas y mitocondrias, utilizando los
colorantes lysotracker DND-99 y mitotracker gree, respetivamente. El racional es el
siguiente, se ha reportado que LAMP2 participa de manera determinante en la
fusion entre lisosomas y autofagosomas, de tal manera que su ausencia podria
impedir que este paso se lleve a cabo (Hubert et al., 2016). El resultado (fig. 19)
muestra que en HGPS hay una ausencia de colocalizacion entre las mitocondrias
hinchadas y los lisosomas, sugiriendo que el paso de fusion entre lisosomas y
autofagosomas podria estar dafiado. Ademas, después de tratar con LMB las
mitocondrias dafiadas sorprendentemente disminuyen y se puede observar que
ahora los lisosomas ahora estan colocalizando con las mitocondrias. Esto
posiblemente se deba a que los niveles de LAMP2 estan siendo recuperados, y con
ello se promueve la fusién entre lisosomas y autofagosomas. EI mecanismo podria
ser a través de la proteina sintaxina 17 (STX17). STX17 es un factor del receptor
sensible a la N-etilmaleimida soluble de unién proteica (SNARE) tipo Qa en el

autofagosoma, que cumple una funcion esencial en el proceso de fusién con el

LAMP-2

Figura 20. La fusion del autofagosoma con el lisosoma estd mediada por STX17.
STX17 es esencial para la formacién del complejo de unidon R-SNARE y Qa-SNARE .(Hubert et al., 2016)

lisosoma (fig. 20) a través de la proteina del R-SNARE llamada proteina de
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membrana asociada a vesiculas 8 (VAMP8) del lisosoma formando un complejo de
unién mediante la proteina asociada al sinaptosoma 29 (SNAP29) (Viret and Faure,
2019).

Mas interesante aun, se ha reportado que la ausencia de LAMP2, interfiere
con la correcta localizacion de STX17 y otras proteinas como SNAP29 y la proteina
vacuolar asociada a proteinas de clasificacion 33A (VPS33: que forma parte del
complejo HOPS) en los autofagosomas y de esta manera se impide la correcta
fusion entre el lisosoma y el autofagosoma, provocando una acumulacion aberrante
de autofagosomas (Hubert et al., 2016). Ademas, se ha revelado la importancia de
STX17 en el proceso de mitofagia en concreto, pues STX17 induce mitofagia
mediante su traslocacion a la mitocondria después de la eliminacion de la proteina

Fisl de la membrana mitocondrial externa (Xian et al., 2019).

Respecto al proceso de autofagia y a través del estudio de marcadores de
los pasos tempranos de la autofagia (IMTOR, LC3 y p62), antes se creia que estaba
aumentada en progeria (Marifio et al., 2008), lo cual resultaba sorprendente pues
durante el envejecimiento fisioldgico este proceso se deteriora (Marifio et al., 2010).
Sin embargo, publicaciones recientes refieren que el proceso de autofagia puede
estar impedido incluso si encontramos un aumento en marcadores como el
recambio de LC3-1-LC3-Il y en la cantidad de autofagosomas (Klionsky et al., 2021;
Saetre et al., 2015), incluso esta acumulacién puede ser nociva (Torres-Esquivel et
al., 2020) o indicar impedimento en la mitofagia (Padman et al., 2013). De esta
manera, resulta novedoso que por primera vez se reporta que la autofagia esta
impedida en HGPS, pero no en los pasos iniciales sino en el paso de la fusién

lisosomal con el autofagosoma, a causa de una deficiencia lisosomal.
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Conclusiones

La modulacién farmacolégica de CRM1 con LMB recuperd la morfologia

mitocondrial de los fibroblastos HGPS.

La modulacion farmacologica de CRM1 mediante tratamiento con LMB
recuperd el potencial de membrana (AWm), la masa mitocondrial y la
produccion de ATP de los fibroblastos HGPS.

La inhibicibn farmacolégica de CRM1 mediante tratamiento con LMB

restablecié los niveles de expresion de PGC1-a a nivel de mRNA y proteina.

Se demostr6 que HGPS presenta una acumulacién de autofagosomas y

después del tratamiento con LMB, esta acumulacion disminuye.

Se demostro que en HGPS existe un aumento en la presencia de parkina y
de p-PINK1y el tratamiento con LMB regresa los niveles de parkina a niveles

comparables con el grupo WT sin tratamiento.
Se demostré que en HGPS existe una disminucion en el numero de
lisosomas por célula, en los niveles de LAMP2 y en la presencia del

fragmento de LAMP2 de 30 kDa, que es parcialmente recuperada con LMB.

Se demostr6 que la actividad lisosomal medida por la presencia de catepsina
B estd aumentada en HGPS.

Se demostrd que existe una deficiencia en la fusion entre el autofagosoma 'y

el lisosoma, la cual es revertida con LMB.
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