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Resumen

Autofagia es el proceso por el cual se media el direccionamiento de
material citoplasmatico (proteinas y organulos) hacia los lisosomas para su
posterior degradacidn. Su correcto funcionamiento es clave para mantener
la homeostasis celular y controlar los niveles y la calidad de los
constituyentes intracelulares, contribuyendo a la obtencidon de energia y
permitiendo la adaptacion de la célula a condiciones de estrés. Se ha descrito
gue un mal funcionamiento en el proceso de autofagia esta relacionado con
numerosas enfermedades neurodegenerativas (Parkinson, Alzhéimer o
esclerosis lateral amiotrdfica), siendo una caracteristica comun la presencia
de agregados proteicos u organulos disfuncionales, que, en parte, acaban

explicando la aparicion de los distintos sintomas clinicos.

Las proteinas Rho, implicadas en la regulacion de la dinamica del
citoesqueleto de actina, juegan un papel clave en el desarrollo y funcién del
sistema nervioso central. Rnd3/RhoE es un miembro de la subfamilia Rnd y
se caracteriza por estar constitutivamente activada. Su funcién en migracion,
proliferacién y supervivencia celular ha sido ampliamente estudiada. Rnd3 es
necesario para el correcto desarrollo y funcionamiento del SNC. En nuestro
grupo, la utilizacion de un modelo de ratén genéticamente modificado
(Rnd3#"8") ha demostrado que la ausencia de esta proteina produce graves
alteraciones motoras y de desarrollo neural, destacando la presencia de
agregados proteicos y mitocondrias morfolégicamente aberrantes en
neuronas, un fenotipo compatible con problemas en el proceso de autofagia,

tal y como se ha descrito en algunas patologias neurodegenerativas.

En este estudio nos planteamos analizar el posible papel de Rnd3 en
autofagia, con el objetivo de poder entender alguno de los fenotipos que

aparecen en el modelo murino deficiente en esta proteina.

Nuestros resultados demuestran que la ausencia de Rnd3 aumenta la tasa
de degradacidn proteica y provoca un aumento en autofagia en condiciones
basales, sugiriendo que Rnd3 es un regulador negativo de este proceso,

actuando a nivel de la maduraciéon del autofagosoma. Ademas, hemos
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Resumen

demostrado un nuevo papel de Rnd3 en la homeostasis mitocondrial. La
presencia de mitocondrias no funcionales en células deficientes para Rnd3
provoca una alteracién del metabolismo oxidativo y una activacién de la

glucdlisis como mecanismo alternativo para la obtencién de energia.

Todos estos resultados muestran un nuevo papel de Rnd3 en la regulacion
de autofagia, asi como en la homeostasis mitocondrial, lo que podria explicar
algunos de los fenotipos observados en el modelo de ratén deficiente para
Rnd3.
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Summary

Autophagy is the cellular process by which lysosomes contribute to the
degradation of intracellular components, including proteins and organelles.
The correct function of this catabolic process is necessary for cell
homeostasis and controls the levels and quality of intracellular constituents,
not only contributing to obtaining energy but also allowing cells to adapt to
stress conditions. It has been described that an alteration in the autophagy
process is related to numerous neurodegenerative diseases (Parkinson's,
Alzheimer's or amyotrophic lateral sclerosis). Moreover, autophagy
malfunction leads to protein aggregates and dysfunctional organelles

accumulation that can explain some of the clinical symptoms.

Rho proteins are involved in the regulation of the actin cytoskeleton
dynamics and also have been postulated to play a key role in the
development and function of the Central Nervous System. Rnd3/RhoE is a
member of the Rnd subfamily, being constitutively activated. Its role in cell
migration, proliferation and survival has been extensively studied. Rnd3 is
necessary for the correct development and function of the CNS. In our group,
the use of a genetically modified mouse model (Rnd38"8!) revealed that the
lack of this protein produces serious motor and neural development
alterations. Moreover, Rnd3 deficient neurons show protein aggregates and
aberrant mitochondria, a phenotype compatible with problems in

autophagy, as also described in some neurodegenerative pathologies.

In this study we sought to analyze the possible role of Rnd3 in autophagy,
in order to understand some of the phenotypes that appear in the Rnd3

deficient murine model.

Our results demonstrate that the absence of Rnd3 promotes higher
protein degradation rates and increased levels of autophagy even in basal

conditions, suggesting that Rnd3 negatively regulates this process, at the
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Summary

level of the autophagosome maturation. In addition, we have demonstrated
a new role of Rnd3 in mitochondrial homeostasis. The presence of non-
functional mitochondria in Rnd3-deficient cells causes an alteration in the
oxidative metabolism and an activation of glycolysis as an alternative

mechanism to obtain energy.

Altogether, these results highlight a new role of Rnd3 in the regulation of
autophagy and mitochondrial homeostasis, which could explain some of the

phenotypes observed in the Rnd3#"8 mouse model.
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Introduccion

1. Autofagia

1.1. Definicion

El término autofagia proviene del griego, que significa “comer” (“fagia”)
“a si mismo” (“auto”). En 1963, Christian de Duve fue el primer investigador
en dar nombre a este proceso, basandose en la observacion de vesiculas
intracelulares, de simple o doble membrana, que contenian porciones del
citoplasma y organulos en diferentes estados de desintegracion® 2. La
autofagia esta considerada el principal sistema de degradacién celular,
donde componentes citoplasmaticos dafiados son dirigidos hacia el lisosoma
para su degradacion. Por otro lado, las células requieren de un continuo
reciclaje de material citoplasmatico con el fin de obtener energia. Es un
mecanismo altamente conservado en eucariotas, desde levaduras hasta
humanos, y esta encargado del mantenimiento de la homeostasis celular. Por
ese motivo la autofagia ha adquirido un papel esencial en diferentes procesos
bioldgicos que implican situaciones de estrés, permitiendo la adaptacion de
las células a estas condiciones®>. No obstante, este proceso también ocurre
de manera constante en las células, recibiendo el nombre de “autofagia

IM

basal”, cuya principal funcién es actuar como “control de calidad” intracelular®.

1.2. Tipos de autofagia

Existen tres tipos de autofagia bien definidos: macroautofagia,
microautofagia y autofagia mediada por chaperonas (CMA) (Figura 1). Todas
ellas promueven la degradacion de componentes citoplasmaticos en el
lisosoma, sin embargo, difieren entre ellas en el mecanismo utilizado para la
seleccion e incorporacién del sustrato en el lisosoma, asi como en la

regulacién del proceso’?.
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- Macroautofagia (también referida como autofagia) se lleva a cabo
a través de una vesicula de doble membrana conocida como autofagosoma
(AFG), la cual actia como intermediario, fusionandose con el lisosoma vy
dando lugar a lo que se conoce como autofagolisosoma (AFGL), donde se
produce la degradacion del contenido. En algunos casos puede ocurrir que el
AFG se fusione, en primer lugar, con endosomas tardios, formando lo que se
conoce con el nombre de anfisoma, y posteriormente con los lisosomas,

donde tendrd lugar la degradacion?®®.

- En microautofagia, los componentes citosélicos son directamente
secuestrados por el lisosoma a través de invaginaciones de la membrana
lisosomal, donde se produce rdpidamente la degradacion de los
componentes internalizados. Este proceso se ha descrito en levaduras,
donde se ha identificado un conjunto de proteinas compartidas con
macroautofagia y otras Unicas para este proceso. Sin embargo, no se han
identificado los genes homodlogos de este proceso en mamiferos, lo que hace

que exista un menor conocimiento en organismos superiores’°.

En ambos casos, macro y microautofagia, son capaces de degradar el

contenido a través de mecanismos selectivos y no selectivos® * 12,

- Por ultimo, la autofagia mediada por chaperonas (CMA) es un
proceso selectivo donde las proteinas a degradar son marcadas previamente
y translocadas a través de la membrana lisosomal. Para ello forman un
complejo junto con algunas proteinas de la familia de las chaperonas, entre
las cuales se encuentra la chaperona Hsc70, que reconoce a proteinas que
contienen en su secuencia un motivo especifico de aminoacidos, KFERQ,
facilitando su translocacion a través del receptor asociado a la membrana

lisosomal 2A (Lamp2A), para su posterior degradaciéon® 2,

26
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Macroautofagia

Autofagolisosoma
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®—

Microautofagia

Figura 1. Principales tipos de autofagia. Macroautofagia, microautofagia y
autofagia mediada por chaperonas (CMA). Modificado de Martinez-Vicente,
2007%3,

Por otro lado, en las ultimas décadas, se han descrito nuevas formas de
autofagia selectivas, en funcién del sustrato a degradar y que se activan tras
someter a las células a distintos tipos de estrés. En este caso puede requerirse
el uso de poblaciones de membranas especificas que contribuyan a la
selectividad del reconocimiento del sustrato, pudiendo ser: mitocondrias
(mitofagia), agregados proteicos (agrefagia), peroxisomas (pexofagia), ribosomas

(ribofagia), reticulo endoplasmatico (RE) (reticulofagia) o patdgenos (xenofagia)* .
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1.3. Bases moleculares de autofagia

Macroautofagia (referida de ahora en adelante como autofagia) es la
variante de autofagia mejor caracterizada. A nivel molecular, es un proceso
muy complejo y altamente regulado. El mecanismo a través del cual se
forman las vesiculas autofagicas (AV) tiene lugar mediante una serie de pasos
secuenciales que se pueden dividir de la siguiente forma: i) iniciacién vy
aislamiento de membrana, formando el fagoforo; ii) elongacion del fagoforo
y formacidn del AFG, incluyendo el reconocimiento y seleccién del sustrato;
iii) fusion entre AFG y lisosoma; y finalmente, iv) degradacidn y posterior
liberacién al citosol de los componentes degradados para su reciclaje® -1,

tal y como muestra la Figura 1.

La mayor parte de los avances a nivel molecular sobre cémo se lleva a
cabo el proceso de autofagia se ha realizado en levaduras (Saccharomyces
cerevisiae)'’. En los afios 90, Tsukada y Ohsumi identificaron, mediante
estudios genéticos, una serie de genes relacionados con autofagia que
reciben el nombre de ATG (AuTophaGy-related genes). Actualmente, se han
descrito un total de 32 genes, que se conservan de levaduras a mamiferos® %
18,19 Estos genes regulan cada una de las etapas de autofagia, y se han
clasificado en seis grupos debido a la organizacidon necesaria de diferentes
complejos proteicos ATG, responsables de que tenga lugar cada una de las
fases del proceso: 1) el complejo kinasa Ulk1 (Ulk1-Atg13-FIP200-Atg101),
encargado de la iniciacidn; 2) Atg9, implicado en el trafico de membranas
recicladas para la formacion de la doble membrana del AFG; 3) el complejo
fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K) de clase Il (Vps34-Beclin1-Vps15-Atgl4),
necesario para el aislamiento de membrana; 4) el complejo fosfatidilinositol
3-fosfato (PI(3)P) de union a WIPI1/2; 5) el sistema de conjugacién Atgl2-
Atg5-Atgl6L; y 6) el sistema de conjugaciéon de LC3 implicando a la
fosfatidiletanolamina, (LC3-PE) para la elongacién de la membrana® 2°. A

continuacién se explican cada una de las distintas fases en mayor detalle:
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1.3.1. Iniciacidn: aislamiento de membrana y formacion del fagoforo

A pesar de que autofagia ocurre de forma basal en la mayoria de las
células, es principalmente activada tras un estimulo, como es la ausencia de
nutrientes (estrés nutricional)?’. En levaduras, el proceso de autofagia se
inicia con la formacion de una estructura citosélica de membrana simple,
similar al AFG, que recibe el nombre de estructura pre-autofagosomal
(PAS)?2. A nivel molecular, el primer gen identificado en este proceso fue
Atgl, que codifica para la proteina Atgl?®. Esta proteina es una
serina/treonina kinasa, que se encuentra asociada a otras proteinas Atg?* %,
En organismos superiores se han identificado dos homodlogos de Atgl, Ulkl y
Ulk2, siendo suficiente su silenciamiento para inhibir autofagia. Del mismo
modo que Atgl, Ulk se relaciona con otras proteinas formando un complejo
funcional imprescindible para el inicio del proceso, que es morfolégicamente

diferente al de levaduras®® ?’.

En mamiferos, primero de todo, tiene lugar la formacién de una
estructura en forma de Q, sobre la membrana del RE, que recibe el nombre
de omegasoma. En esta estructura tiene lugar el aislamiento de doble
membrana que recibe el nombre de fagoforo®® ?° (Figura 2). Hasta ahora, se
desconoce su origen, aunque se sabe que participa mas de un tipo de
membrana, incluyendo RE, mitocondrias, Golgi, membrana plasmatica y

endosomas tardios3°34.

Un sensor intracelular que integra sefiales metabdlicas transmitidas por
factores hormonales, estrés, disponibilidad de nutrientes y estado energético
de la célula, es la serina/treonina kinasa mTOR (mammalian Target Of
Rapamycin), presente en todas las células eucariotas. En respuesta a estas
sefiales, mTOR es capaz de regular numerosas funciones fisioldgicas, entre
las que se encuentra autofagia® . Tanto en levaduras como en organismos
superiores, Atgl/Ulk son dianas de TOR/mTOR, respectivamente. La
fosforilacion de Atgl/Ulk por TOR/mTOR resulta en la supresion de la

formacion del fagoforo, y por tanto en la inhibicion de la induccion de
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autofagia®” 3. Asimismo, en los Ultimos afios se ha descrito que Atgl3,
proteina que forma parte del complejo Atgl/Ulk, también presenta varios
residuos fosforilables por TOR/mTOR. Dicha fosforilacion provoca una menor
afinidad de Atg13 por Atgl/Ulk impidiendo que se forme el complejo y por
tanto inhibiendo el proceso?” 3% 3%, Asi, la inhibicién de TOR/mTOR, ante una
situacion de estrés nutricional o durante el tratamiento con rapamicina,
resulta en un aumento de la actividad kinasa Atgl/Ulk, favoreciendo su
asociaciéon con Atgl3 y permitiendo que tenga lugar la etapa de iniciacién y
aislamiento de membrana®®“!, Otra proteina que forma parte de este complejo
y que promueve la actividad catalitica de Atgl/Ulk es Atgl7 (en levaduras) /
FIP200 (en mamiferos)*’. Por otra parte, en mamiferos se ha descrito un
cuarto componente de este complejo, que recibe el nombre de Atg101, cuya

funcién parece ser la de proteger a Atgl3 de la degradacién proteasomal®.

Asi, en mamiferos, el primer complejo proteico que se forma para activar
e iniciar el proceso de autofagia es Ulk-Atg13-FIP200-Atg101 (Figura 2). Para
gue este complejo sea funcional, es necesaria la translocacién de Ulk a la
membrana del RE, incluyendo la activacién de Vps34, una fosfatidilinositol 3
kinasa de clase Il (PI3KCIIl) que estimula la sintesis de fosfatidilinositol
trifosfato (PI(3)P)*. Vps34, se encuentra en vesiculas proximas al RE y usa
como sustrato el fosfatidilinositol (Pl) para la sintesis de PI(3)P, el cual
también se transloca a sitios del RE, siendo requerido para la estabilizacion
del complejo Ulk en el omegasoma®’. Ademads, tras la induccién de autofagia,
Vps34 interacciona con otras proteinas como Beclinl (Atg6 en levaduras), lo
gue aumenta la actividad catalitica de Vps34, e incrementa, por tanto, los
niveles de PI(3)P en el omegasoma* “®. Finalmente, la presencia de PI(3)P en
el omegasoma facilita el reclutamiento de algunos de sus efectores, tales
como DCFP1ly WIPI*® y proteinas reguladoras adicionales (UVRAG, BIF-1,
Atgl4lL y Ambra) que pueden formar parte del complejo Beclinl1-Vps34-
Vps15, promoviendo la formacion del fagoforo (Figura 2), asi como su

elongacién y las siguientes etapas de autofagia®#.
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Otra proteina implicada en esta etapa es Atg9, la Unica proteina
transmembrana de autofagia que co-localiza con el complejo UIk*. De este
modo, vesiculas procedentes de Golgi que contienen Atg9 se localizan en el

omegasoma (Figura 2) facilitando la formacién y expansion del fagoforo®®.
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Figura 2. Esquema de la induccion e iniciacién del proceso de autofagia. El
proceso comienza con la formacién de una estructura sobre el RE que recibe el
nombre de omegasoma, a través del cual comienza el aislamiento de membrana
(rica en PI(3)P) que da lugar a lo que se conoce con el nombre de fagoforo en
mamiferos. Dos complejos relevantes en este proceso son Ulk-Atgl3-FIP200-
Atgl101 y Beclin1-Vps34-Vps15-Atgl4l.

1.3.2. Elongacion del fagoforo y formacién del autofagosoma

incluyendo reconocimiento y seleccién del sustrato

Una vez se inicia la formacion del fagoforo, el siguiente paso es su

elongacion, asi como el reconocimiento y seleccidn del sustrato y el cierre de
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la doble membrana para la formacion del autofagosoma (Figura 3). Este
proceso es dependiente de dos sistemas homdlogos al sistema de
ubicuitilacién (UBL, ubiquitin-like)** *°. En el primero de los sistemas, Atg7
actla como una enzima activadora de ubicuitina E1 que, en presencia de ATP,
activa a Atgl2, la cual es transferida a Atgl0, una enzima conjugadora de
ubicuitina E2, que potencia la unién entre Atg12 y Atg5°" > (Figura 3). Una
vez conjugadas estas proteinas, forman un complejo multimérico con
Atg16L°*>°, En los ultimos afios se ha descrito que el complejo Atg5-Atgl2-
Atgl6L tiene que localizarse en la membrana del omegasoma para que culmine
la extensién del fagoforo, ya que facilita la conjugacion de LC3%. Para ello es
necesaria la unién entre Atgl6L y WIPI2b, dependiente de PI(3)P%. Por otro
lado, se ha demostrado que, en presencia de ciertos tipos de estrés celular el
proceso de autofagia puede ocurrir de forma independiente a Atg5/Atg7,

sugiriendo que hay una via alternativa para la formacion de los AFG®7 %8,

El segundo sistema de formacidon del fagoforo es el procesamiento de la
proteina asociada a microtubulos de cadena ligera A1/B1 3 (LC3), homélogo
de Atg8 en levaduras. LC3 es procesado por la cisteina proteasa Atgd>®,
generando la proteina citosdlica LC3-l y quedando expuesta una glicina en el
extremo C-terminal®, la cual serd activada por Atg7. Una vez se activa LC3-I,
ésta se transfiere a Atg3 (conjugadora de ubicuitina E2), una proteina
transportadora que permite la conjugacion de fosfatidiletanolamina (PE) con
la glicina del extremo C-terminal de LC3-l, generando en este caso, LC3-1I5%,
El reclutamiento y la integracién de LC3-Il en el fagoforo es dependiente de

Atg5-Atg12°%, permitiendo la elongacidn y el cierre del AFG (Figura 3).

Asimismo, se ha demostrado que la unidn entre WIPI2b y Atg16Ly la presencia
de PI(3)P en la membrana son necesarios para la lipidacion de LC3° %3, LC3
permanece durante todo el proceso en la membrana del AFG (interna y
externa), incluso cuando se fusiona con el lisosoma®.. Sin embargo, Atg5-

Atg12 conjugados son excluidos de la membrana del AFG maduro®®. Es por
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ello que el principal marcador para el estudio de autofagia es LC3, ya que sus

niveles correlacionan con el nimero de AFG y/o AFGLY 66>,

Por otro lado, otros autores han descrito que la presencia de LC3 en la
membrana del fagoforo permite interactuar selectivamente con moléculas,
reconociendo y seleccionando el contenido a degradar. De modo que LC3 actua
como receptor de autofagia, interactuando con moléculas presentes en el

sustrato a degradar, que se conocen con el nombre de receptores de sustrato®.

Un receptor de sustrato presenta tres caracteristicas fundamentales:
interaccion directa con LC3 a través de la region de interacion con LC3 (LIR);
capacidad inherente de polimerizar o agregar; y sitio de reconocimiento
especifico para el sustrato. Entre los receptores de sustrato, el mejor
caracterizado es p62/SQSTML®’, una proteina multi-funcional que promueve

la degradacion de agregados proteicos poli-ubicuitilados®® 2.
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Figura 3. Esquema del proceso de elongacién del fagoforo y formacion del

autofagosoma. En esta etapa intervienen dos sistemas UBL, permitiendo la
formacion del complejo Atg5-Atgl12-Atgl6L y el procesamiento de LC3 para dar
lugar a LC3-ll, principal marcador de autofagia. Ademadas tiene lugar el

reconocimiento y la seleccién del sustrato a degradar.

1.3.3. Fusidn entre autofagosoma y lisosoma

Después del cierre de la doble membrana del AFG, es necesaria su
maduracién y la fusion con el lisosoma, para, finalmente, degradar su
contenido. Sin embargo, ante una situacion de estrés nutricional, un gran
nimero de AFG se forman a lo largo del citosol®®, mientras que la formacidn
de lisosomas es en la zona perinuclear’. Por tanto, para que tenga lugar la
fusion, los AFG se mueven hasta el lugar donde se encuentran los lisosomas.
Este movimiento es dependiente de microtibulos’, asi como del complejo
dineina-dinactina’?, y no tiene lugar hasta que los AFG se han formado por
completo. Otras proteinas implicadas en este movimiento son las proteinas

motoras kinesinas, asi como la familia de proteinas motoras de la miosina, e
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incluso LC3, aunque el mecanismo de accién de este ultimo permanece

desconocido”37>.

Una vez el AFG y el lisosoma se encuentran préximos, el siguiente paso
qgue tiene lugar es la fusidn entre la membrana externa del AFG vy la
membrana del lisosoma. Para que este fenédmeno tenga lugar, existen varios
factores de anclaje que contribuyen a ello, pudiendo clasificarse en 3
categorias: los complejos de anclaje a membrana, tal como el complejo HOPS
(homotypic fusion and protein sorting)’®; Rab7, una proteina GTPasa de
pequefio tamano que se localiza tanto en endosomas tardios como en
lisosomas’” 7%, y adaptadores que permiten conectar componentes del AFG o
lisosomas con los sistema de anclaje o con la maquinaria de fusién como son

los SNARESs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor-attachment protein receptor)”.

Una vez se ha formado el AFG, en la membrana externa del mismo, se
localiza una Q.-SNARE, la sintaxina 17 (Stx17)%. Stx17 es capaz de interaccionar
con una Qu-SNARE, la SNAP29 (synaptosome associated protein 29) y con la R-
SNARE endosomal/lisosomal VAMPS (vesicle associated membrane protein 8),
formando el complejo trans-SNARE, el cual modula la fusion entre el AFG y el
lisosoma®? 82, Ademds, se ha descrito que Atgl4 se une a Stx17 promoviendo
la estabilidad del complejo Stx17-SNAP29 en la membrana del AFG para
posteriormente llevar a cabo la etapa de fusion® 2%, Por otro lado, el principal
factor de anclaje es el complejo HOPS, formado por VPS11 (vacuolar protein
sorting 11), Vps16, VPS18, Vps33A, VPS39 y Vps41%. Este complejo actta de
forma especifica para los eventos de fusién tanto en levaduras como
mamiferos, interaccionando con Stx177®. Esta interaccidn entre Stx17 y HOPS
tiene lugar especificamente en los AFG*. Ademas, el complejo HOPS también
puede interaccionar con la GTPasa Rab7, localizada en la membrana del

lisosoma, regulando la fusién entre AFG y lisosoma®.

Gracias a la actividad litica que tiene el lisosoma, se lleva a cabo la
degradacion de la membrana interna del AFG, quedando expuesto, de esta

forma, el contenido a degradar®®.
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Finalmente, los autofagolisosomas no son estructuras permanentes y se
desintegran una vez que finaliza la autofagia. El paso de terminacién de la
autofagia es un proceso denominado ALR (autophagy Ilysosome
reformation). Durante la ALR, las proteinas de la membrana lisosémica se
reciclan de los AFGL a través de estructuras tubulares llamadas tubulos de

reforma®’.
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Figura 4. Esquema del proceso de fusion entre el autofagosoma y el lisosoma.
Una vez se produce la fusidn, las enzimas liticas del lisosoma llevan a cabo la

degradacidn del contenido y se produce el reciclaje de este.
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2. Implicacion de autofagia en enfermedades del Sistema

Nervioso Central

2.1. Autofagia en Neuronas

El proceso de autofagia presenta un papel fundamental en células
neuronales. Debido a su naturaleza postmitdtica, son células incapaces de
diluir los agregados proteicos u organulos disfuncionales por divisién celular 8.
Por ello, la eliminacion de agregados proteicos mediante el proceso de
autofagia adquiere un papel especialmente importante para el

mantenimiento de la homeostasis neuronal, asi como para su supervivencia .

2.2. Autofagia y enfermedades neurodegenerativas

Un mal funcionamiento de autofagia en el Sistema Nervioso Central (SNC)
lleva a la acumulacién de agregados proteicos, disfuncién celular vy
neurodegeneracion. La mayoria de las enfermedades lisosomales afectan
gravemente al cerebro® y la supresién genética de autofagia en animales
resulta en severas alteraciones neuroldgicas y defectos en el
comportamiento, poniendo de manifiesto la relevancia de este proceso

como mecanismo de control de calidad en el SNC>°.

Son muchas las evidencias que demuestran la relacién entre el proceso
de autofagia y enfermedades neurodegenerativas, tales como Alzhéimer,

Parkinson, Huntington o esclerosis lateral amiotréfica (ELA)? 1692,

La enfermedad de Alzheimer, es probablemente la enfermedad
neurodegenerativa mas comun y se define por la pérdida progresiva de
memoria asi como por el deterioro de las funciones cognitivas®™. A nivel
celular, esta enfermedad se caracteriza por una acumulacidon de placas
amiloides en neuronas y un aumento del sistema endocitico-lisosdmico,
evidente incluso antes de los depdsitos de placas amiloides®. De modo que,

en etapas tempranas de la enfermedad, existe un aumento del contenido
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lisosomal, requerido para la posterior eliminacién de agregados proteicos y
toxicos, activandose, al mismo tiempo, el proceso de autofagia. A medida
gue avanza la enfermedad, se observa una acumulacion de AV, consecuentes
de la disminucién en la eficiencia de su degradacién® °®. Sin embargo, la
formacion de estas AV no parece verse perjudicada, aumentando la
posibilidad de que las alteraciones en autofagia puedan inducir la muerte

celular en las neuronas afectadas*®?’.

En el caso de la enfermedad de Parkinson, se caracteriza por la pérdida de
neuronas dopaminérgicas en la substantia nigra pars compacta (SNpc), asi como
por la acumulacion de inclusiones intracitoplasmaticas filamentosas, conocidas
con el nombre de cuerpos de Lewy®. Al igual que con Alzheimer, varios estudios
sugieren la participacion de la via autofagica en la formacion/eliminacion de
estas inclusiones. De hecho, el principal componente de los cuerpos de Lewy, o.-
sinucleina, es degradado tanto por macroautofagia como por CMA®*%°, Por otro
lado, una de las principales caracteristicas en pacientes con Parkinson es la
presencia de alteraciones mitocondriales, causando disfuncién mitocondrial y
consecuentemente muerte celular y neurodegeneracion'®. La acumulacién de
mitocondrias dafiadas a lo largo de la enfermedad, es consecuencia de un
defecto en mitofagia, habiéndose descrito mutaciones en los genes PINK1 y
PARKIN, implicados en mitofagia, como causantes de la aparicion de la

enfermedad?®® 2,

El sindrome de Huntington, al igual que en los casos anteriores, muestra
la acumulacion de agregados intracelulares en neuronas y un aumento de
autofagia, con el fin de inducir muerte celular. Sin embargo, en este caso, los
AFG se forman con normalidad e incluso se fusionan con los lisosomas,
sugiriendo por tanto un defecto en la degradacién del contenido o en el
reconocimiento y seleccién del mismo®. Por Gltimo, se ha propuesto que la
disminucién de la actividad autofagica, dependiente de la edad, promueve la

progresion de esta enfermedad?®®.
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Finalmente, ELA es una enfermedad neurodegenerativa que afecta a las
neuronas motoras. Una caracteristica patoldgica de esta enfermedad es la
acumulacién de agregados proteicos en dichas motoneuronas. La presencia
de estos agregados en las neuronas durante un largo periodo de tiempo, por
alteraciones en autofagia, contribuyen a su citotoxidad'®2. En este sentido,
mutaciones en el gen que codifica para la proteina p62/SQSTM1 estan
relacionados con esta enfermedad'® 1%, asi como mutaciones de varias

proteinas que se encuentran implicadas en mitofagia'®.

En definitiva, autofagia, como sistema de reciclaje de componentes
celulares, y su relevancia en el correcto desarrollo y funcionamiento del SNC
ha hecho que se plantee su regulacion como posible diana terapéutica para

el tratamiento de distintas patologias neurodegenerativas® 108109,

3. Papel del citoesqueleto de actina en autofagia

La dindmica del citoesqueleto de actina presenta un papel esencial en
diversos procesos celulares, relacionados con la contraccion muscular y la
movilidad celular'®. También participa en la deformacién de membrana,
sefializacion celular, asi como en el mantenimiento de las uniones celulares,
en el ciclo celular, la muerte celular y en la fagocitosis, la endocitosis y la

citocinesist 112,

Puesto que el proceso de autofagia requiere el remodelado de la
membrana para generar AV, asi como su fusidn con los lisosomas, estudios
recientes han demostrado la participacion de diferentes componentes del
citoesqueleto, incluyendo actina, en la biogénesis y trafico de los AFG!* 114
(Figura 5). Asi, se ha observado la co-localizacion de actina con otras
proteinas implicadas en la etapa de iniciacién y formacién del omegasoma.

Concretamente, la polimerizacidn de actina es esencial para la formacién de
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los AFG durante las primeras etapas, ya que, ante una situacion de induccion
de autofagia, como es el tratamiento con rapamicina o la ausencia de
nutrientes, la despolimerizacidon de actina provoca una disminucion en los

niveles de LC3-11115.

El complejo Arp2/3, altamente conservado a través de todos los
eucariotas, actia como nucleador de la ramificacion de los filamentos de
actina’®®. La inhibicién de este complejo lleva a una disminucién del nimero
de AFG, asi como a la acumulacién de estructuras tubulares alargadas,
positivas para DFCP1 y LC3 (presentes en etapas iniciales de la biogénesis del
AFG), indicando una posible alteracién en la formacién del omegasomal?*.
Existen diferentes factores que regulan la actividad del complejo Arp2/3
(NPFs), promoviendo la nucleacion y ramificacion de actina en diferentes
localizaciones subcelulares. Entre ellos, encontramos tres que han sido
relacionados con el proceso de autofagia: el homadlogo de WASP asociado a

)117:118 |3 proteina reguladora

actina, membranas y microtubulos (WHAMM
y mediadora de uniones (JMY)!° y el complejo homdlogo de la familia de

proteinas WAS (WASH)!%.

WHAMM, se encuentra en regiones del RE ricas en PI(3)P, co-localizando
con marcadores especificos de zonas de formacion del omegasoma, tales
como DFCP1'8. Ademads, el silenciamiento de WHAMM resulta en una
disminucion de la formacién de los AFG y una disminucidén en su tamafio'?’,
asi como en la eliminacidn casi completa de la formacion de colas de cometa
de actina (dependiente de Arp2/3), las cuales estan implicadas en el impulso
del aislamiento de membrana por parte del omegasoma, para su posterior

elongacién y maduraciént' 18,

JMY presenta una region LIR a través de la cual se asocia a AFG. Al
bloguear la interaccion entre JMY y el complejo Arp2/3 se produce la
inhibicidn de la formacion del AFG, indicando que JMY regula el proceso de

autofagia a través de su actividad sobre la nucleacién de actina®®®.
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Por otro lado, se ha observado que WASH co-localiza con algunos
marcadores de AFG (Atg5, p62 y LC3), pero no con AFGL, sugiriendo su papel
en etapas tempranas del proceso*®. La deficiencia del complejo WASH causa
una acumulacion de Atg9 en Golgi y la pérdida de LC3-Il, indicando un defecto
en el transporte de membranas marcadas con Atg9 para la expansion del
fagoforo!®. Por otra parte, el trafico de vesiculas dependientes de Atg9
durante la expansion del fagoforo es regulado por miosina Il, proteina motora
basada en actina®?’. Y también se ha observado la implicacién de la miosina VI

en el reconocimiento del sustrato a degradar, asi como en la etapa de fusién?2.

Ademas, tal y como se ha explicado en el apartado anterior, se ha
demostrado que otros componentes del citoesqueleto de actina, tales como
los microtubulos o el complejo dineina-dinactina, estan implicados en el

movimiento de los AFG a través del citoplasma’® 72
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Figura 5. Participacion del citoesqueleto de actina durante las primeras etapas
del proceso de autofagia. Actina, asi como el complejo Arp2/3 (encargado de la
nucleacién de actina) y sus factores de activacion (WHAMM y JMY), presentan
un papel esencial durante la formacién del fagoforo, asi como en su elongacion
y posterior cierre de la membrana. Modificada de Kast y Dominguez, 201713,
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Finalmente, para que tenga lugar la fusidn entre el AFG y el lisosoma, es
necesario el reclutamiento de cortactina a los sitios de fusién por la HDAC6
(histona desacetilasa-6)°. Cortactina es un estabilizador de las ramificaciones
de los filamentos de actina formado por el complejo Arp2/3, de modo que el

complejo Arp2/3 también parece estar implicado en la etapa de fusién'%.

Otro componente muy importante en el proceso de fusién es el
colesterol, siendo una miosina monomérica de clase |, miosina IC, la que lleva
a cabo el transporte de balsas lipidicas ricas en esfingolipidos y colesterol
desde el trans-Golgi hasta la membrana plasmatica’®. Por tanto, una
disminucién de miosina IC provoca la acumulacién de AFG. Por ultimo,
anexina A5 se acumula sobre la membrana lisosomal y su silenciamiento
provoca una disminucién en el reciclaje de LC3, sugiriendo por tanto, su

implicacién en la Ultima etapa del proceso de autofagia (fusion)**3.

4. Familia de proteinas Rho

La familia de proteinas Rho (homdlogas a Ras) constituye uno de los cinco
grupos de la superfamilia Ras'?*. Este grupo de proteinas se encuentra
altamente conservado y esta formado por pequefias proteinas monoméricas
con actividad GTPasa intrinseca, implicadas en una amplia variedad de
funciones celulares, aunque, clasicamente, se les ha asignado un papel casi

exclusivo en la regulacién de la dindmica del citoesqueleto de actina'?>%,

En mamiferos, se ha descrito que la familia Rho estda constituida por mas
de 20 miembros, siendo RhoA, Racl y Cdc42 los mds caracterizados. De
acuerdo con sus propiedades bioquimicas y funcionales, han sido clasificados
en ocho subfamilias diferentes, que, al mismo tiempo, pueden dividirse en
dos grupos dependiendo de cdmo estan regulados: proteinas Rho clasicas y

atipicas (Figura 6)'%. Finalmente, algunos autores han descrito una novena
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subfamilia de proteinas Rho, las proteinas Miro (mitochondrial Rho protein),
implicadas en la regulacién del trafico y distribucién de mitocondrias a través

de las vias de transporte de microttbulos dependientes de kinesina y dineina’®.
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Figura 6. Clasificacion de la familia de proteinas Rho. De acuerdo con sus
propiedades bioquimicas y funcionales, se clasifican en 8 subfamilias.
Modificada de Haga y Ridley, 20168,

Las proteinas Rho clasicas ciclan entre un estado activo, unido a GTP, y un
estado inactivo, unido a GDP. El cambio de un estado conformacional al otro
es regulado por varios mecanismos (Figura 7): las proteinas Rho-GEFs
(Guanine nucleotide exchange factors), que facilitan la unién a GTP y por
tanto llevan a cabo su activacién'®’; las proteinas Rho-GAPs (Rho GTPase
activating protein), encargadas de activar la actividad GTPasa intrinseca de
las proteinas Rho, hidrolizando el GTP a GDP y volviendo, por tanto, a su
estado inactivo®®!; y, por ultimo las proteinas Rho-GDIs (Rho GDP-
dissociation inhibitor), que secuestran a las proteinas Rho en el citoplasma,
alejadas de la membrana, e impiden su unién a GTP, evitando de esta forma
que puedan ejercer su funcidon®®2. Las proteinas Rho inactivas se encuentran

principalmente distribuidas por el citoplasma, mientras que las que se
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encuentran en un estado activo presentan su localizacién en la membrana
plasmatica o en membranas de compartimentos intracelulares donde

ejercen su funcign'?® 133134,

Por otro lado, las proteinas Rho atipicas, tales como la subfamilia Rnd,
presentan sustituciones de aminodcidos importantes para la actividad
GTPasa, de modo que carecen de esta actividad, permaneciendo en un
estado constitutivamente activo. No hay evidencias de la regulacién de las
proteinas Rho atipicas a través de GEFs o GAPs!> 136 Sin embargo, existen
evidencias de otros mecanismos para su regulacién, incluyendo modificaciones
post-traduccionales, regulacién de la expresion génica, asi como su degradacién

a través del proteasoma, o la interaccién con otras proteinas?* 137 138,

La mayoria de las proteinas Rho se someten a modificaciones post-
traduccionales en el motivo CAAX situado en la region C-terminal, donde C
es una cisteina, A un aminoacido alifatico y X cualquier aminoacido. Este
motivo puede ser prenilado por un lipido isoprenoide (farnesilo o
genarilgenarilo), facilitando su localizacién en membrana y permitiendo por
tanto ejercer su funcion®*®. Ademads, se ha descrito que, en muchos casos, las
proteinas Rho pueden ser fosforiladas, convirtiéndose en un nivel adicional

de regulacion de estas proteinas!?® 149,
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Figura 7. Esquema del mecanismo de regulacion de las proteinas de la familia
Rho. Las proteinas Rho cldsicas ciclan entre un estado activo, unido a GTP, y un
estado inactivo, unido a GDP. Las proteinas GEFs facilitan la unién a GTP,
mientras que las GAPs activan la actividad GTPasa la cual hidroliza el GTP a GDP,
inactivandolas. Las proteinas GDIs secuestran a las proteinas Rho, unidas a GDP,

en el citoplasma. Modificada de Heasman, 20082,

4.1. Proteinas Rho y su funcion en el citoesqueleto de actina

Las proteinas Rho, una vez se localizan en membrana, donde se
encuentran activas, interactlan selectivamente con sus efectores,
incluyendo proteinas de andamiaje!*. Las proteinas Rho median una gran
variedad de procesos celulares relacionados con la reorganizacion del
citoesqueleto de actina, tales como la regulacién del trafico de membranas,
la motilidad celular y la polaridad celular'*?. Tal y como se ha comentado
anteriormente, las proteinas Rho mejor caracterizadas son RhoA, Racl y
Cdc42, implicadas en el ensamblaje y la organizacién de los filamentos de
actina. Concretamente, RhoA participa en el ensamblaje de los filamentos de

actina y miosina (fibras de estrés y adhesiones focales)'*

, mientras que Racl
y Cdc42 participan en la formacién de protuberancias ricas en actina situadas
en la membrana celular Illamadas lamelipodios y filopodios,

respectivamente!!l 127, 144-146
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A nivel molecular se han descrito diversas rutas implicadas en el proceso
de regulacion de la polimerizacién de actina mediada por proteinas Rho

(Figura 8).

En primer lugar, la forma activa de RhoA es capaz de unirse a numerosas
proteinas, entre las que se encuentran una serie de proteinas con actividad
serina/treonina kinasa de la familia ROCK (Rho-associated protein kinase)'* .
La interaccion de RhoA con estas proteinas aumenta su actividad kinasa,
promoviendo la fosforilacion de sus efectores. La activacién de ROCK lleva a
cabo la fosforilacidn e inactivacion de la fosfatasa de la cadena ligera de
miosina (MLCP, myosin light chain phosphatase), promoviendo la
fosforilacion de la miosina y produciendo un aumento en los filamentos

contractiles actina-miosina*?’.

En el caso de Cdc42, este interacciona directamente con WASP activando
el complejo Arp2/3 que promueve la polimerizacién y la ramificacién de los
filamentos de actinal*®. Ademds, Cdc42 es capaz de activar a PAK-1 (p21
activated kinase), la cual puede fosforilar a MLC, produciendo, por tanto, un
fenotipo similar al que produce RhoA sobre la formacién de fibras de estrés

de actina®®.

Por ultimo, Rac1 activa de forma indirecta a WAVE, promoviendo también
la activacién del complejo Arp2/3%°. Al igual que ocurre con Cdc42, Rac es

capaz de fosforilar a MLC a través de la activacidon de PAK-111,

En resumen, RhoA, Racly Cdc42, a través de sus efectores ROCK y PAK-1,
producen la fosforilacion de MLC resultando en una reorganizacién del

citoesqueleto de actina y la formacién de fibras de estrés.

Por otro lado, las proteinas Rho pueden regular la polimerizacion de actina a
través de la regulaciéon de cofilina, un factor que despolimeriza y desestabiliza
los filamentos de actina. Rac1/Cdc42 activan a PAK, que a su vez fosforila y activa
a las kinasas LIM (LIMK), las cuales fosforilan a cofilina y la inactivan.

Finalmente, también ROCK es capaz de fosforilar y activar a las LIMKs 12146,
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Figura 8. Vias de seiializacion implicadas en la regulacion del citoesqueleto de
actina a través de las proteinas RhoA, Racl y Cdc42, implicados en la formacion
de las fibras de estrés y adhesiones focales, asi como en la formacién de

4.2. Implicaciéon de proteinas Rho en el proceso de autofagia

En la ultima década se ha descrito la participacion del citoesqueleto de

actina en el proceso de autofagia. Sin embargo, el mecanismo a través del

cual la actina participa en autofagia, asi como la contribucion de las proteinas

Rho en este proceso, aln no esta claro.

Una de las proteinas Rho identificadas en la regulacién del proceso de

autofagia ha sido Rac3. Asi, se ha descrito que la expresion de esta proteina
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esta inversamente relacionada con los niveles de autofagia. El silenciamiento
de Rac3 produce una induccidn de los niveles de LC3-Il en lineas celulares
(PC3, Hela o HCT116), mientras que su sobreexpresion provoca una
disminucién de los niveles de LC3-Il en condiciones basales, confirmando el
papel negativo de Rac3 en el proceso de autofagia®2. Del mismo modo que
Rac3, también se ha descrito un efecto inhibitorio de Rac1 en la induccion de
autofagia por estrés nutricional. La sobreexpresion de la forma activa de Racl
inhibe el aumento en los niveles de LC3 ante una situacion de estrés
nutricional, mientras que la sobreexpresion de su forma inactiva, asi como el
silenciamiento de Racl, es suficiente para aumentar los niveles de LC3 en
presencia de suero, lo que sugiere un papel regulador de autofagia, al menos
en condiciones basales'?®. Por otro lado, a Rac1 también se le ha atribuido un
papel regulador en CMA, ya que durante una situacién de estrés aumentan

sus niveles en lisosomas purificados y activos para CMA®3,

La proteina RhoA también se ha relacionado con el proceso de autofagia,
siendo en este caso un posible activador. Asi, se ha descrito que la
sobreexpresion de la forma activa de RhoA en condiciones basales, en células
Hela, incrementa los niveles de LC3, de la misma forma que se produce en
células control en ausencia de suero. Ademas, la sobreexpresion de su forma
inactiva, en ausencia de suero, produce una disminucion de los niveles de
LC3 respecto a las células control*™. En resumen, la induccién de autofagia a
través de un estrés nutricional como es la ausencia de suero requiere la

presencia de la forma activa de RhoA.

ROCK-I, el efector principal de RhoA, también parece estar implicado en
el proceso de autofagia, aunque su papel no esta claro. En células Hela, la
inhibicion de esta kinasa resulta en una disminucidn de los niveles de LC3,
sugiriendo que su actividad es necesaria para que tenga lugar la induccion de
autofagia'®®. Sin embargo, en presencia de RhoA activo, la inhibicién de
ROCK-I no disminuye los niveles de LC3, de modo que otros efectores de

RhoA pueden estar implicados. Por otra parte, estudios realizados con células
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HEK293 han demostrado un papel negativo de ROCK-I en el proceso de
autofagia, ya que la inhibicién de ROCK-l, asi como su silenciamiento,
promueven la formacidn de particulas autofagicas. Ademas, sugieren que las
particulas autofagicas formadas tras la inhibicién de ROCK-I no son iguales a
las que se forman en células control, sugiriendo el papel de ROCK-I en el
control del tamafio y la densidad de los AFG**. Finalmente, otros autores han
demostrado en células Hela que ROCK-I puede fosforilar a Beclinl
permitiendo su disociacion de la proteina Bcl2, e induciendo, por tanto, el
proceso de autofagia en condiciones de estrés nutricional'®. Todos estos
resultados indican que la regulacion de ROCK-I en autofagia probablemente

es dependiente del contexto y/o tipo celular.

5. Proteinas Rnd

Las proteinas Rnd (round) constituyen una de las subfamilias de las
proteinas Rho atipicas. Dentro de este subgrupo encontramos tres proteinas:
Rnd1/Rho6, Rnd2/Rho7 y Rnd3/Rho8/RhoE, las cuales se caracterizan por
carecer de actividad GTPasa intrinseca asi como por su baja afinidad a GDP,
permaneciendo, por tanto, en un estado constitutivamente activo'*>. Como
consecuencia, existen otros mecanismos encargados de regular su actividad,
como son su localizacion en la célula, o su degradacién a través del

proteasoma125, 136, 138, 156

Del mismo modo que las proteinas Rho, a las proteinas Rnd se les ha
asignado un papel fundamental en la regulacidn del citoesqueleto de actina
en diferentes tejidos. De hecho, como resultado de la sobreexpresion de
estas proteinas se produce la inhibicion de la formacidn de las fibras de estrés
asi como de las adhesiones focales resultando en un fenotipo redondeado,

motivo por el cual estas proteinas reciben su nombre, Round®*> 1°¢158 No
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obstante, ademas de la re-organizacion del citoesqueleto, a las proteinas Rnd
se les ha asignado un papel importante en otros procesos celulares, tales
como la regulacion del ciclo celular, transformacidn, migracidn, guia axonal,

desarrollo o cdncer!3® 139163,

A diferencia de otros miembros de la familia Rho, las proteinas Rnd solo
se han encontrado en animales vertebrados (mamiferos, aves, anfibios y
peces), lo que podria indicar una posible relacion con funciones mas
sofisticadas del citoesqueleto como, por ejemplo, el desarrollo y

funcionamiento del sistema nervioso y la plasticidad neuronal3> 160164,

5.1. Rnd3

Dentro de la subfamilia Rnd, la mejor caracterizada es Rnd3, siendo su
principal funcion la de reorganizar el citoesqueleto de actina de manera
antagonica a RhoA (Figura 9). Esta funcién la lleva a cabo a través de tres
mecanismos diferentes: por un lado Rnd3 es capaz de unirse y activar a

p165186. hor otro lado,

p190GAP y reducir, por tanto, los niveles de RhoA-GT
Rnd3 también puede actuar de forma antagdnica a RhoA, uniéndose y
regulando negativamente a Syx, una GEF responsable de la activacién de
RhoA® 167: finalmente, Rnd3 es capaz de inhibir la formacion de las fibras de
estrés y adhesiones focales es a través de su union directa e inhibicién de
ROCK-I*%® 18 Asj, la interaccidn entre Rnd3 y ROCK-I produce una menor
fosforilacion de MLC, implicada en la formacidn de las fibras de estrés.
Ademas, Rnd3 y RhoA no pueden estar unidas al mismo tiempo a ROCK-I, de
modo que cuando ROCK-lI estd unido a Rnd3 se produce un cambio

conformacional que impide que se una RhoA® 170-172,
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Figura 9. Esquema representativo del papel antagénico de Rnd3 sobre la via de
sefializacion RhoA-ROCK-I-MLC.

5.1.1. Funcién de Rnd3

Respecto a la funcién de Rnd3, se ha demostrado su implicacién en

173, 174’ aSl'

procesos celulares como es la proliferacion y transformacion celular
como la supervivencia celular y la apoptosis'’>1’””. También se ha relacionado
a Rnd3 con la transformacién celular, habiendo autores que proponen su

funcién como oncosupresor tumoral®® 178

mientras que otros estudios
ponen de manifiesto el papel de Rnd3 como un oncogen’® % De modo que,
Rnd3 podria tener diferentes funciones dependiendo del contexto celular y/o

el ambiente en el que se encuentra.

Por otro lado, en los ultimos afos, nuestro laboratorio y otros han
demostrado la relevancia de la implicacion de Rnd3 en el desarrollo del
sistema nervioso. Rnd3 se expresa en cerebro, al igual que Rnd1 y Rnd2*%>.
Sin embargo, aunque la expresion de Rnd3 en cerebro es significativamente
alta durante las primeras semanas de vida, su expresion se detecta ya en
etapas embrionarias, disminuyendo gradualmente conforme se alcanza la
edad adulta en ratones. En cuanto a su expresién dentro del SNC, se ha
descrito una localizacion generalizada, siendo los niveles de expresion mas
altos en el bulbo olfatorio y la corteza®®. Por otro lado, la importancia de
Rnd3 en el desarrollo del SNC se ha confirmado a través de la obtencién de

un modelo de ratén deficiente en Rnd3 (Rnd3979!). La caracterizacién de este
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modelo animal ha demostrado un menor tamafio de los ratones Rnd3979¢ y
con una vida media que no supera las tres semanas de vida'®’. A nivel del
SNC, la ausencia de la expresidén de Rnd3 produce un fenotipo caracterizado
por graves alteraciones motoras y del desarrollo neural, acompanado de un
retraso en el desarrollo de las sinapsis neuromusculares y un menor nimero
de motoneuronas en la médula espinal, ausencia del nervio peroneo comun
y atrofia por denervacién de los musculos diana de este nervio®®’. Ademds,
se ha descrito que la ausencia de Rnd3 disminuye el nimero y longitud de
neuritas y retrasa la polarizacién de las neuronas hipocampales a través de

la via RhoA-ROCK-LIMK-cofilina*®?.

Al igual que Rnd3 es importante para la migracion de células epiteliales!’,
asi como para algunas lineas celulares tumorales'*® 174, también presenta un
importante papel en la migracion de neuronas corticales, debido a su
participacién en la regulacion de la dinamica de los filamentos de actina en
neuronas®®? a través de la via RhoA-ROCK-LIMK-cofilina!®, asi como por su
interaccién con la plexina-B2'®. En nuestro laboratorio, también hemos
descrito la importancia de Rnd3 en la correcta migracion de las células a
través de la corriente migratoria rostral (RMS), incrementando su nimero en
la zona subventricular (SVZ) y observando que la diferenciacién de las células

en el bulbo olfatorio también se ve afectada®.

Por otro lado, otros
resultados de nuestro grupo sugieren que Rnd3 puede desarrollar funciones
importantes tanto en los procesos de mielinizacién axonal como de
diferenciacidon de oligodendrocitos (Wengqi Han et. al. Manuscrito en revision;

Madrigal et. al. Manuscrito en preparacion).

Finalmente, en neuronas procedentes de cortes de cerebros del ratdn
deficiente en Rnd3, hemos observado la presencia de algunos fenotipos
subcelulares compatibles con alteraciones en el proceso de autofagia, tales
como agregados proteicos, gotas lipidicas y mitocondrias morfolégicamente
aberrantes (Figura 10). La presencia de estos fenotipos subcelulares también

ocurre en distintas enfermedades neurodegenerativas, tales como

52



Introduccion

Parkinson, Alzheimer o ELA, como consecuencia de un mal funcionamiento

del proceso de autofagia.

Por este motivo, en este trabajo nos planteamos si los efectos
pleiotrépicos que la ausencia de Rnd3 produce in vivo podrian ser debidos,

en parte, a una desregulacidon del proceso de autofagia.

Alteraciones mitocondriales

Figura 10. Imagen de microscopia electrénica a partir de cortes histolégicos del
cerebro de ratén Rnd38e., Se observan fenotipos compatibles con una
alteracion en el proceso de autofagia (agregados proteicos, gotas lipidicas y
mitocondrias aberrantes). LD: lipid droplets; Mt: mitocondria.
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Hipdtesis y Objetivos

Las proteinas Rho juegan un papel clave en varios aspectos del desarrollo
neuronal y en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas. En
nuestro laboratorio disponemos de un modelo de ratén que no expresa la
proteina Rnd3 (Rnd3979%) y que muestra una temprana letalidad postnatal,
alteraciones motoras y neuromusculares, asi como un fallo en la
mielinizacion y en la formacidon de determinados tractos axonales. Todos
estos datos demuestran la implicacion de Rnd3 en el desarrollo del sistema
nervioso. Ademas, resultados preliminares muestran alteraciones
morfoldgicas subcelulares y la acumulacion de mitocondrias aberrantes,
compatibles con un mal funcionamiento del proceso de autofagia, lo que
podria explicar el efecto pleiotrépico de la ausencia de expresiéon de Rnd3.
Por todo ello, nos planteamos si Rnd3 estaria regulando el proceso de

autofagia.

El objetivo general de este trabajo es estudiar la_implicacion de la

proteina Rnd3 en el proceso de autofagia y en la homeostasis mitocondrial.

Los objetivos especificos planteados son:

1. Analizar el papel de Rnd3 en la regulacion del proceso de autofagia y
en la formacion y maduracion de los autofagosomas.

2. Estudiar la ruta de sefalizacion implicada en el proceso de autofagia
en ausencia de Rnd3.

3. Estudiar la funcionalidad de las mitocondrias en ausencia de Rnd3.

57






YS
.|

<8
mo
2 o
MM







Material y Métodos

1. Animales

1.1. Estabulacion

En este estudio se utilizaron ratones Rnd3** y Rnd38/8 con un fondo
genético mixto C57BL6/129, desarrollados por la empresa Lexicon Genetics
(The Woodlans, TX, USA) mediante la técnica de gene trapping. Esta
metodologia consiste en eliminar la expresién de un gen (en este caso RND3)
mediante la inserciéon por recombinacion homdloga de un vector retroviral,
dando lugar a un procesado aberrante del ARN mensajero (Figura 11). Como

resultado, la sintesis de la proteina no se produce correctamente!® 18

obteniendo asi un modelo de ratén carente de la proteina Rnd3¥.

Los ratones se estabularon bajo condiciones controladas de temperatura
(21 £ 19C), humedad (40-45%) y fotoperiodo de 12 horas de duracién, teniendo

libre acceso a agua y alimento.

La estabulacion, el manejo, cuidado y sacrificio de los animales se realizaron
de acuerdo con la legislacion vigente en materia de proteccidon de animales
utilizados para experimentacion y otros fines cientificos que se contempla en
el Real Decreto 53/2013, y la Transposicion de la Directiva Comunitaria
Directiva 2010-63-UE. Todos los experimentos fueron autorizados por el
Comité Etico de Experimentaciéon Animal de la Universidad CEU-Cardenal

Herrera (CEEA 16/023).

El sacrificio de los animales se realizé por luxacién cervical. Tras el sacrificio
se extrajeron inmediatamente las muestras de cerebros y se procesaron para

su analisis por western blot.
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Figura 11. Resumen de la construccién del ratén Rnd38/et, Esquema del vector
VICTR37 (figura superior) utilizado para interrumpir la expresién de RND3. En la
parte inferior de la figura se indican las secuencias mas relevantes del vector: LTR:
Long Terminal Repeat; SA: Splicing Acceptor; IRES: Internal Ribosome Entry Site;
BGEO: B-galactosidasa-Neomicina fosfotransferasa; pA: sitio de poliadenilacién;
PGK: promotor del gen de la fosfoglicerato-kinasa-1; BTK-SD: Splicing Donor de la
tirosina kinasa de Bruton. En la figura inferior se indica el punto de insercién del
vector en el segundo intrén del locus RND3.

1.2. Genotipado

Para la identificacion del genotipo de los ratones se realizé la extraccion del
ADN gendmico procedente un fragmento de la cola de los animales, de
aproximadamente 3-5 mm. Posteriormente se llevd a cabo la amplificacién del
ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain
Reaction) utilizando el Kit REDExtract-N-AmpTM Tissue PCR (Sigma-Aldrich), tal

y como se ha descrito previamente®”’.
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2. Lineas celulares

Las células empleadas en este trabajo fueron: fibroblastos embrionarios
(MEFs) procedentes de ratones Rnd3** y Rnd38/8, los cuales fueron
inmortalizados a través del antigeno large T del virus SV40 (Simian Virus 40) y
la linea celular de fibroblastos inmortalizados de ratén NIH3T3 (referidos a
partir de ahora como 3T3), donde se elimind la expresién del gen RND3,

mediante la tecnologia CRISPR/Cas9.

El crecimiento de las lineas celulares se realiz6 en medio de cultivo DMEM
(Thermo Fisher) suplementado con 10% de FBS (Thermo Fisher) y 1% de
penicilina/estreptomicina (P/S, Thermo Fisher) como antibidtico. Las células se
mantuvieron en condiciones constantes de temperatura (372C) y concentracion
de CO; (5%). Para su manipulacién se utilizé una campana de flujo laminar de
bioseguridad nivel II-A (HERAEUS). Para recoger las células se utilizé tripsina-
EDTA 0.05% (Thermo Fisher) tras lavarlas con tampén fosfato salino (PBS,
Thermo Fisher), y se centrifugaron en una centrifuga de cabezal basculante
Eppendorf 5810 R a una velocidad de 500 g durante 5 minutos y a temperatura

ambiente.

2.1. Obtencion de fibroblastos embrionarios de ratéon (MEFs) y su

inmortalizacion

Los MEFs se obtuvieron a partir de embriones provenientes de cruces
entre machos y hembras Rnd3*/#, tal y como se ha descrito anteriormente*®?.
Las hembras gestantes se sacrificaron a los 13.5 dias post coitum. Los
embriones se manipularon bajo condiciones de esterilidad, procediendo a su
separacion individual. Seguidamente, se desecharon la cabeza y el higado y
se disociaron mecanicamente con la ayuda de un bisturi, afiadiéndoles 1mL
de tripsina durante 10 minutos a 372C. A continuacion, se recogieron con
2mL de medio de cultivo, se trasladaron a tubos de centrifuga de 15mL con

10uL de DNasa (1U/uL Promega) y 7mL de medio de cultivo. Para finalizar se
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pipeted arriba y abajo con el fin de disgregar las células, se dejé decantar los

restos de tejido por gravedad y el sobrenadante se traspaso a placas de 10cm.

Las células obtenidas se inmortalizaron mediante la transfecciéon de un
vector que expresa el antigeno large T del virus SV40 (ver apartado de
plasmidos y transfecciones). Una vez transcurridas las 48 horas de
transfeccion, la seleccidn de los MEFs transformados se realizd por dilucion,
de modo que, al hacer los correspondientes pases se diluia el cultivo anterior
(1:4 y 1:10) y se esperaba hasta que la placa alcanzase la confluencia, repitiendo

este proceso durante 5 pases, obteniendo finalmente una linea estable.

2.2. Obtencion de la linea 3T3 RND3 KO

La linea celular 3T3 Rnd3 KO se obtuvo mediante la disrupcién del gen
RND3 en células 3T3 de origen murino (3T3 WT), usando el sistema de edicién
génica CRISPR/Cas9'®, en colaboracion con el grupo del Dr. Francisco Martin
Molina (GENYO, Granada). El sistema de edicion génica CRISPR/Cas9 utilizado

se baso en el mecanismo de reparacién NHEJ (non-homologous end joining).

El disefio de los ARN guias (ARNg) necesarios para dirigir a la endonucleasa
Cas9 (derivada de Streptococcus pyogenes) al sitio de corte se llevd a cabo
buscando, en la regién deseada, la secuencia del motivo adyacente al
protoespaciador 5’NGG. Posteriormente, la idoneidad de las secuencias
candidatas se evalué mediante BLAST, y se disefiaron dos ARNg (gRNA1fw y
gRNAG6rev), dirigidos frente a la regidn precedida por el coddn de inicio, con
el objetivo de interrumpir el marco de lectura de la proteina. Tras seleccionar
ambos ARNg, se llevé a cabo una prediccidn in silico de su especificidad y
eficiencia, empleando el programa CRISPOR (http://crispor.tefor.net/).
Finalmente, la sintesis de ambos ARNg y su insercién en el plasmido pUC57,

se realizo a través de la empresa GenScript (Piscataway, NJ, USA).

Cada uno de los plasmidos codificando los ARNg bajo el promotor U6

(pUC57_gRNA1fw y pUC57_gRNAG6rev) se cotransfectaron en células 3T3 WT
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junto con el plasmido CESC9, cedido por el grupo del Dr. Francisco Martin, que
contiene un cassete de expresién de la endonucleasa Cas9, con un uso de
codones optimizado, bajo el control del promotor del Citomegalovirus, y un
cassete de expresion de la proteina verde fluorescente (eGFP) bajo el control

del promotor del virus formador de focos en el bazo.

Después de 48 horas de la transfeccion, las células eGFP positivas fueron
seleccionadas mediante citometria de flujo, y se mantuvieron en cultivo para
posteriormente extraer ADN gendmico y analizar los niveles de edicién en el
locus RND3 mediante el ensayo de la T7 endonucleasa | (New England
BioLabs). Una vez se confirma la edicion de RND3 en la poblacion eGFP positiva
seleccionada, y mediante diluciones seriadas, se obtuvieron poblaciones
celulares monoclonales (a partir de una Unica célula), con el fin de obtener una
linea celular isogénica deficiente para Rnd3. La interrupcion del marco de
lectura de RND3 en esa linea se constaté mediante secuenciacion (Figura 12a),
y posteriormente se llevd a cabo la validacion de la misma, analizando por

western blot la expresion de la proteina Rnd3 (Figura 12b).
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1 2 3

- |-

Rnd3

Figura 12. Obtencién de la linea celular 3T3 Rnd3 KO. a) Andlisis mediante
alineacién de secuencia de ADN del clon #33, en comparacién con la secuencia
consenso de la proteina Rnd3. b) Imagen representativa de la expresién de Rnd3
mediante western blot de algunos clones procedentes de la poblacién positiva
para eGFP. En la primera linea podemos observar el control positivo (células 3T3
WT), en la segunda linea, un clon (#33) deficiente para Rnd3 y en la tercera linea
un clon positivo para Rnd3, indicando la no edicién génica del mismo.

3. Plasmidos y transfecciones

En el presente trabajo utilizamos diferentes plasmidos, indicados en la
Tabla 1. El procedimiento de obtencion fue a través de su transformacion en
bacterias competentes E. coli DH5a. mediante el método de choque térmico.
De este modo se obtuvieron colonias aisladas en placas de LB-agar (Miller)
(Scharlau) en presencia de antibidtico (ampicilina, Sigma-Aldrich). Posteriormente,
colonias aisladas fueron crecidas en medio LB (Lennox) (Laboratorios Conda) a
379Cy en agitacién durante 16 horas. A continuacion, realizamos la extraccion
del ADN plasmidico (GenElute Plasmid Miniprep kit, Sigma-Aldrich), y

verificamos la presencia del plasmido mediante el uso de las correspondientes
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enzimas de restriccidn, y su resolucion en un gel de agarosa al 1% (VWR). Una
vez comprobados, llevamos a cabo la produccién a gran escala de los
diferentes plasmidos mediante un kit de maxi-produccién (PurelLink Plasmid
Filter midiprep Kit, Invitrogen), con el fin de poder realizar transfecciones en

células eucariotas.

Las transfecciones se llevaron a cabo sembrando 250000 células en placas
de 35mm (Sarstedt), de modo que obtuviéramos un 60% de confluencia. El dia
de la transfeccion resuspendimos el ADN en medio DMEM sin suero y se
mezclé con lipofectamina 2000 (Thermo Fisher), también resuspendida en
medio DMEM sin suero. Las células se cultivaron durante 6 horas con esta
solucidn y se les cambié el medio por medio fresco. Transcurridas 48 horas de
la transfeccidén se realizaron los correspondientes analisis y se comprobd
mediante western blot el nivel de expresion de la proteina de interés. En el
caso de los plasmidos que presentaban el gen reportero GFP, las células fueron
observadas al microscopio de fluorescencia, permitiéndonos comprobar la

eficiencia de la transfeccion.

Tabla 1. Lista de plasmidos empleados en las transfecciones de células eucariotas

Nombre Abreviatura Obtenido/cedido
pCMV5FlagGFPRnd3 FlagGFPRnd3 Laboratorio
mCherry-GFP-LC3 mCherry-GFP-LC3 Ana Maria Cuervo
U6mRnd3gRNA1fw gRNA1fw GenScript
U6mRnd3gRNA6rev gRNAG6rev GenScript
CEWPEGFPSCas9 CESC9 Francisco Martin
pBs-SV40 SV40 Ana Maria Cuervo

4. Inmunodeteccion de proteinas mediante western blot

Para realizar la extraccién de proteinas se recogieron las células por

centrifugacion y se lavaron inmediatamente con PBS. Se volvieron a centrifugar
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y resuspendimos el pellet celular en tampdn de lisis RIPA (150mM NaCl, 1%
NP40, 0.5% desoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 50mM Tris-pH8), junto a un céctel
de inhibidores de proteasas (cOmplete Tablets Mini EDTA-free, Roche) y de
fosfatasas (10mM NaF, 1uM DTT y 1ImM NasQ,V). Las muestras se incubaron
durante 30 minutos en hielo y tras este tiempo se centrifugaron a 20.800 g
durante 20 minutos, utilizando una centrifuga refrigerada (42C) Eppendorf
5417 R con rotor de angulo fijo, obteniendo asi las proteinas en la fraccion del

sobrenadante.

En el caso de muestras de tejido de cerebro se llevd a cabo la lisis en una
solucién de sacarosa al 30% junto a los inhibidores de proteasas y fosfatasas.
Las muestras se sonicaron en frio (3 ciclos de 5 minutos al 35% de intensidad)
y se centrifugaron a 1000 g durante 10 minutos, y se recogié el sobrenadante.
Seguidamente se llevd a cabo la cuantificacion de proteinas utilizando el
método de Bradford y usando albumina sérica bovina (BSA) para establecer
una recta patrén y poder estimar por interpolacion la concentracion proteica
de las muestras. La medida se llevd a cabo en un espectrofotometro de placas

(Victor X3, PerkinElmer) a una longitud de onda de 595nm.

La deteccion de proteinas se realizd mediante la técnica de western blot.
Las muestras (40-70ug de proteina total) se resolvieron en geles de SDS-
poliacrilamida (7.5%, 10%, 12.5% o 15%, dependiendo del tamafio de la
proteina a detectar) en presencia de tampdn de Laemmli (Bio-Rad) y hervidas
durante 5 minutos. La separacion por peso molecular de proteinas se llevod a
cabo utilizando un sistema de electroforesis vertical (MiniProtean Ill, Bio-Rad)
a 200V durante 60 minutos en un tampdn compuesto por 25mM Tris, 192mM
Glicina y 0.1% SDS (TGS-10x, Bio-Rad) y utilizando el marcador Bench/MarkTM
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher) para identificar el peso molecular

de las proteinas.

A continuacidn, se realizé la transferencia de las proteinas a una membrana
de PVDF 0.45um (Immobilon TM—P Transfer Membrane, Millipore) durante 60

minutos a 100V y con un amperaje constante de 350mA. Para ello se utilizo el
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sistema de transferencia MiniProtean (Bio-Rad) con un tampdn compuesto por
el 20% Metanol, 20mM Tris y 150mM Glicina (TG-10x Bio-Rad). Transcurrido
este tiempo, las membranas se tifieron con solucidn de rojo Ponceau S (Sigma-
Aldrich) al 0.1% en 1% 4cido acético para comprobar la eficacia de la
transferencia, seguido de lavados con agua bidestilada para eliminar los restos
de la solucién. Se incubaron en soluciéon de bloqueo TBS-T (5% de leche
descremada en polvo diluida en tampdn tris salino (TBS) + 0.05% Tween-20,
Sigma-Aldrich) durante 60 minutos, a temperatura ambiente y en agitacion.
Seguidamente se llevd a cabo la incubacion en presencia del correspondiente
anticuerpo primario diluido en 3% BSA (Tabla 2) durante 16 horas a 42Cy en

agitacion.

A continuacidn, se realizaron 3 lavados con TBS-T durante 5 minutos cada
uno, para eliminar los restos del anticuerpo primario y, seguidamente, se
incubaron las membranas con el anticuerpo secundario correspondiente
(Tabla 3) diluido en solucidon de bloqueo. Esta incubacion se realizd a
temperatura ambiente durante una hora y transcurrido este tiempo, se
volvieron a realizar 3 lavados, de 5 minutos cada uno, con TBS-T. Finalmente,
la deteccion de las proteinas se realizd mediante quimioluminiscencia
empleando el sistema ECL plus (Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate,

ThermoFisher) y el aparato ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life Science).

En el caso de querer reutilizar las membranas para su posterior incubacién
con otros anticuerpos, éstas se incubaron con una solucién compuesta por
200mM glicina pH2.5, 1% SDS y 0.1M de B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich)
durante 30 min a temperatura ambiente, seguido de 3 lavados con TBS-T de
10 minutos cada uno y una posterior incubacién con la solucién de bloqueo
durante una hora. En este momento, la membrana estaba preparada para

volver a incubarla con otro anticuerpo primario.

La cuantificacion de las bandas se realizd por densitometria de bandas
utilizando el programa Imagel y se normalizaron los valores obtenidos frente

al control de carga, en nuestro caso, 3-actina conjugada a peroxidasa.
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Tabla 2. Lista de anticuerpos primarios empleados en el analisis de proteinas por

western blot
Anticuerpos
primarios
Anti-
RhoE/Rnd3

Anti-Flag

Anti-LC3B

Anti-Lamp-2
(gp96)

Anti-P62

Anti-Atg5

Anti-
Hsp70/Hsc70
(13D3)
Anti-phospho-
P70 S6 kinasa
Anti-P70 S6
kinasa
Anti-B-actina-
peroxidasa

Casa
comercial
Sigma-
Aldrich
Sigma-
Aldrich
Cell
signaling

Invitrogen

Enzo

Novus

Novus

Cell
signaling
Cell
signaling
Sigma-
Aldrich

Referencia

05-723

F-1804

2775

51-2200

BML-PW9860

NB110-53818

NB120-2788

9205

9202

A3854

Dilucién

1:500

1:500

1:500

1:1000

1:1000

1:500

1:1000

1:1000

1:1000

1:20000

Descripcion

Monoclonal de
raton
Monoclonal de
ratéon
Policlonal de
conejo
Policlonal de
conejo
Policlonal de
conejo
Policlonal de
conejo

Monoclonal de
raton

Policlonal de
conejo
Policlonal de
conejo
Monoclonal de
raton

Tabla 3. Lista de anticuerpos secundarios empleados en el andlisis de proteinas por

western blot

Anticuerpos secundarios

Anti-Mouse IgG-HRP (Fc)

Anti-Rabbit IgG-HRP (Fc)

Anti-Mouse IgM-HRP

Casa comercial

Thermo Fisher
Thermo Fisher

Thermo Fisher
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Referencia

31437

31463

M31507

Dilucién
1:5000

1:5000

1:2000
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5. Andlisis de la protedlisis celular mediante ensayo de

pulso y caza

Para realizar el ensayo de protedlisis, se cultivaron MEFs Rnd3*/*y
Rnd38/8' inmortalizados en placas de 22mm, por triplicado, al 60-70% de
confluencia celular (100000 células por placa). Se lavaron los pocillos con
HBBS (Hank’s Balanced salt solution, Thermo Fisher) y se afnadié a cada
pocillo 2uCi/ml de *H-Leucina en medio DMEM con suero (700uL por pocillo,
volumen final) durante 48 horas. Transcurrido este tiempo se descarté el
medio radiactivo, se lavaron las células con HBBS (4 veces) y se cultivaron en
medio DMEM con 2.8mM de Leucina no marcada (700uL por pocillo,
volumen final) en presencia o ausencia de suero y en presencia o ausencia
de inhibidores selectivos de la degradacién lisosomal (20mM NH4CI,

Scharlab, y 0.2mM Leupeptina, Sigma-Aldrich), durante 0, 4, 12 y 24 horas.

A cada tiempo indicado se recogieron 70uL de medio por pocillo con la
finalidad de medir la cantidad de aminoacido marcado radiactivamente libre
en el medio. Previamente a la recogida del medio, y para evitar recoger
células no adheridas, se centrifugaron las placas a 800 g durante 30 segundos.
A continuacién, cada muestra recogida se traspasé a una placa de 96 pocillos
(6.5mm) con filtro de 0.45um (Millipore Multiscreen Assay System,
Millipore), conteniendo 100uL de 4cido tricloroacético (TCA) al 20%.
Seguidamente se afiadieron 30uL de BSA (20mg/mL), y se incubaron las
muestras a 42C hasta la recogida del siguiente punto (para el ultimo punto se

realizd una incubacion con BSA de una hora a 42C).

Una vez recogidas todas las muestras, se realizd un filtrado por vacio en
la placa de 96 pocillos y se recogieron 20puL del sobrenadante filtrado en una
nueva placa de 96 pocillos, afiadiendo 180uL de liquido de centelleo. Se
cubrié la placa con plastico y se centrifugd a 500 g durante 1 minuto, para

finalmente proceder a su lectura en un contador de centelleo Beta.
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Por otro lado, una vez recogido el medio del ultimo punto del ensayo (24
horas), se lavaron las células dos veces con HBBS y se llevé a cabo su lisis con
1.5mL de tampdn de solubilizacién (0.1N NaOH, desoxicolato de sodio al 0.1%,
Sigma-Aldrich) y se incubaron a 372C durante 1-2 horas. Se mezclé bien y se
cogieron 20uL de la muestra. Este volumen se transfirié a una placa de 96
pocillos, donde afladimos 180ul de liquido de centelleo y se realizé la lectura

de la placa, como se ha descrito anteriormente.

Para el célculo de la tasa de degradacion proteica, se utilizé la siguiente

féormula:

Protedlisis = (Valor radioactividadraccion soluble/Valor radioactividadiotal) X 100

Siendo la fraccién soluble el valor medio de radioactividad correspondiente
a los pocillos que contenian el sobrenadante celular a cada tiempo indicado,
y la fraccién radioactiva total la correspondiente a la suma de la radioactividad
de los pocillos que contenian el sobrenadante celular mas el correspondiente

a la radioactividad de la fraccion del lisado celular, a cada tiempo indicado.

6. Analisis del flujo autofagico a través del marcador LC3

Se entiende por flujo autofagico la combinacién de dos etapas del proceso:
i) la formacion del autofagosoma, v ii) su posterior fusién con el lisosoma,
para su reciclaje!® 18, Con el fin de estudiar el flujo autofagico se analizo,
mediante western blot, el principal marcador de autofagia, LC3. Esta proteina
presenta dos formas: una citosdlica (LC3-l) y otra que se encuentra lipidada y
asociada a la membrana del autofagosoma/autofagolisosoma (LC3-11). El analisis
de estas dos formas de LC3 mediante western blot es posible gracias a que la

forma lipidada (LC3-Il) presenta una migracion diferente a la forma citosdlica
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(LC3-1) y su relacién (LC3-1I/LC3-I) se considera un buen marcador para el

estudio de autofagia.

Fibroblastos procedentes de embriones de ratones Rnd3** y Rnd38vet
(MEFs) inmortalizados, asi como las lineas celulares de fibroblastos
inmortalizados 3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO, se cultivaron a una densidad de
400000 células en placas de 35mm en presencia o ausencia de suero.
Ademas, se trataron con inhibidores de la degradacion lisosomal (20mM
NH4Cl y 0.2mM Leupeptina) durante 0, 2 y 4 horas. Una vez finalizado el
experimento se recogieron las muestras y se procesaron para el andlisis de

los niveles de LC3-1l y LC3-I, mediante western blot.

Con los datos obtenidos pudimos calcular la formacién de autofagosomas
(AFG), la velocidad de fusidn (flujo de LC3) y el flujo neto de LC3, mediante

los calculos representados en la Figura 13.

‘ Suero +

‘ Suero - ‘

Formacion Autofagosoma
Ctrl 2h  4h Ctrl 2h 4h Linea3 - Linea2
Lineab - Linea5

LC3-] | e o o o — — Velocidad de fusion = Flujo de LC3
LC3-i | = i I ™ I Linea2/Lineal
- Linea5/Linea4

“Cantidad” de fusion = Flujo neto de LC3
1 2 3 4 5 6 Linea2 - Lineal
Linea5 - Linead

Figura 13. Esquema representativo del analisis por western blot y posterior

calculo del flujo autofagico.

Otro método utilizado para analizar el flujo autofagico fue mediante la
transfeccién de los MEFs inmortalizados Rnd3*/* y Rnd38/ con el plasmido
mCherry-GFP-LC3, cedido por la Dra. Ana Maria Cuervo. Mediante el uso de esta
construcciéon, se analizé la dindmica in vivo de formacién del AFG y su
posterior fusidn con el lisosoma: la molécula GFP se degrada a pH acido, de
modo que cuando se forma el autofagolisosoma (AFGL), se observa una

desaparicién de su sefial fluorescente. Sin embargo, la fluorescencia emitida
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por la proteina mCherry es estable independientemente del pH. Asi, un
incremento en el nimero de puntos amarillos (GFP-positivos/mCherry-
positivos) indica la formacion de AFG, mientras que la observacion de puntos
rojos (GFP-negativos/mCherry-positivos) indica la etapa posterior de fusién

con el lisosoma (Figura 14).

Para la realizacién de estos experimentos, se cultivaron MEFs Rnd3*/* y
MEFs Rnd3#"8' inmortalizados y se transfectaron con este plasmido, tal y
como se describe en el apartado 3. Transcurridas 48 horas de la transfeccién,
las células se cultivaron en presencia o ausencia de suero durante 4 horas y
se fijaron con paraformaldehido (PFA) 4% para su posterior analisis por
fluorescencia (Operetta High-Content Imaging system, Thermo Fisher). Con
los datos obtenidos pudimos cuantificar el contenido de vesiculas
autofagicas (AV, puntos mCherry-positivos), el nimero de AFG (puntos GFP-
positivos y mCherry-positivos) y el nimero de AFGL (puntos mcherry-positivos

menos puntos GFP-positivos).

mcherry GFP  LC3

Vl mcherry GFP  LC3

Autofagosoma Autofagolisosoma

Figura 14. Esquema representativo del estudio del flujo autofagico mediante
la transfeccion con el vector mCherry-GFP-LC3. A la izquierda se observan
puntos amarillos en la membrana del AFG, resultantes de la combinacion de la
fluorescencia de las dos moléculas (roja y verde). Sin embargo, a la derecha,
donde se encuentra el AFG ya fusionado con el lisosoma (AFGL), se observan
Unicamente puntos rojos, debido a que la molécula GFP se degrada a pH acido y

por tanto solo podemos ver la fluorescencia roja de la molécula mCherry.
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7. Experimentos de inhibicion de Ulk1/2

Células 3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO fueron cultivadas en placas de 35mm al
80% de confluencia (400000 células) y se cultivaron en presencia o ausencia
de suero y en presencia o ausencia del inhibidor de Ulk1/2, MRT68921
diclorhidrato (MRT68, Sigma-Aldrich), durante 6 horas. Ademas, durante las
dos ultimas horas del experimento, las células fueron tratadas con 20nM de
Bafilomicina Al (BafA1, Sigma-Aldrich) como inhibidor de la degradacion
lisosomal. Finalizado el tratamiento, se recogieron las células y se procesaron
para la deteccién de los niveles de LC3-ll y LC3-I mediante la técnica de

western blot.

8. Experimentos de inhibicion de ROCK-I

Para los estudios de inhibicién de la proteina kinasa ROCK-I se cultivaron
células 3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO al 70-80% de confluencia (placas de 35mm,
400000 células) y al dia siguiente se trataron con 10uM del inhibidor de
ROCK-1Y-2763 (StemCell) durante 4 horas. Con el fin de estudiar el efecto de
la inhibicién de ROCK-I sobre autofagia, las células fueron cultivadas en
presencia de suero asi como en presencia o ausencia de NH4Cl/Leupeptina.
A continuacion, se recogieron las células y se procesaron para la deteccion

de los niveles de LC3-Il y LC3-I mediante la técnica de western blot.
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9. Aislamiento de lisosomas

El aislamiento de lisosomas se llevo a cabo en el laboratorio de la Dra.
Ana Maria Cuervo (Albert Einstein College of Medicine, NY). Durante todo
el proceso se mantuvieron las muestras en frio (incluyendo los pasos de

centrifugacion) y se evitd la entrada de agua en las muestras.

Se utilizaron ratas previamente ayunadas durante 16-20 horas vy
transcurrido este tiempo se sacrificaron para obtener el higado. Una vez
obtenido el higado, se lavd varias veces con una solucion de 0.25M de
sacarosa fria para eliminar toda la sangre y se transfirid a un tubo limpio
donde se procedié a su troceado, manteniéndolo en hielo para evitar la
actividad de las proteasas. Se afiadieron 3 volimenes de solucion 0.25M de
sacarosa fria por gramo de higado y se procedié a una homogeneizacion
suave a 42C. Seguidamente se filtré el homogenado a través de una malla 'y
se afiadid solucién 0.25M de sacarosa fria hasta un volumen final de 40mL.
En este punto separamos una pequefia muestra del homogenado (200pLL) en
un tubo Eppendorfy lo mantuvimos en hielo con inhibidores de proteasas. El
resto de la muestra se traspasé a un tubo y se centrifugd a 6800 g durante 5
minutos (Beckman Allegra 64R, rotor FO0630) y se recogio el sobrenadante
por decantacién en un nuevo tubo. Seguidamente se centrifugd a 17000 g
durante 10 minutos a 42C (Beckman Allegra 64R, rotor FO630) y separamos
el sobrenadante por un lado (para posterior obtencion de la fraccion

citosdlicay RE) y el pellet para la obtencién de la fraccidn lisosomal.

Respecto al sobrenadante, se utilizd un volumen de 2mL al que se le
afiadieron inhibidores de proteasas, y se traspasé a un tubo para su
centrifugacion durante una hora a 100000 g, usando un rotor de angulo fijo
TLA110 (Beckman). Tras la centrifugacion se separd el sobrenadante
(fraccion citosélica) y el pellet, el cual fue resuspendido en 0.5mL de 0.25M
de sacarosa fria (fraccidon RE). Se guardaron ambas fracciones a 42C hasta el

final del proceso.
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Respecto al pellet, se procedio a su resuspension con la ayuda de un tubo
de vidrio frio. Una vez separado del fondo del tubo, se afadieron 35mL de
solucién 0.25M de sacarosa fria y se centrifugd la muestra a 17000 g durante 10

minutos (Beckman Allegra 64R, rotor F0630). Descartamos el sobrenadante y el

pellet se resuspendid con la ayuda de un tubo de vidrio frio, afiadiendo 700uL
de solucion 0.25M de sacarosa fria (o hasta un volumen final de 1.1mL) y 2
volumenes (2.2mL) de Metrizamida 85.6% (Merck), mezclando suavemente con

la ayuda de una pipeta seroldgica.

A continuacidn, transferimos la muestra a un tubo de ultracentrifuga y
afiadimos un gradiente de Metrizamida (2mL de 32.8%, 3.3mL de 26.3% vy
3.5mL de 19.8%, respectivamente). En cada paso de adicidn de las diferentes
soluciones de Metrizamida se procedié a afiadir suavemente el volumen
indicado, evitando la mezcla con la anterior solucién y evitando tocar las
paredes. Finalmente, se afnadid solucion sacarosa 0.25M hasta rellenar el
tubo y ultracentrifugamos a 141000 g durante 69 minutos (aceleracion 4 y
deceleracion 9, rotor de cabezal basculante SW 41 Ti. Beckman). Después de
la centrifugacion se retiré cuidadosamente el tubo para evitar mezclar las
interfases y recogimos la interfaz 1 y 2 de la parte superior del tubo,
pasandola a un tubo limpio y anadimos 5-10 voliumenes de 0.25M de
sacarosa fria. El Ultimo paso consisti6 en una centrifugacién a 37000 g
durante 15 minutos. Finalmente se descarté el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en 0.5mL de 0.25M de sacarosa fria mas inhibidores de

proteasas, obteniendo la fraccién lisosomal.

El resumen de todo el proceso se representa en la Figura 15.
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Figura 15. Esquema representativo del proceso de obtencidn de las fracciones
que contienen citosol, reticulo endopldsmico y lisosomas a través de
ultracentrifugacion en gradiente de Metrizamida.
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10. Estudio de la degradacidn proteica de Rnd3

Para el estudio de la degradacion de Rnd3, las células 3T3 WT se cultivaron
al 70-80% de confluencia (400000 células en placas de 35mm) y se trataron
con inhibidores selectivos del proteasoma (10uM Lactacistina, Sigma-
Aldrich) o con inhibidores selectivos del lisosoma (0.2mM Leupeptina + 20mM
de NH4Cl), respectivamente, durante 6 y 16 horas en presencia o ausencia de
suero. A continuacioén, se recogieron las células, se lisaron y se cuantificaron

para posteriormente detectar los niveles de Rnd3 mediante western blot.

11.Ensayos de viabilidad celular

Para los ensayos de viabilidad celular, las células 3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO
se cultivaron en placas de 22mm al 70-80% de confluencia (150000 células
por placa) en medio DMEM en ausencia o presencia de 2-desoxi-D-Glucosa
(2-DG, 10mM) (4, 6 y 16 horas). Tras el tratamiento, se lavaron los pocillos con
PBS, se tripsinizaron las células y se recogieron en tubos Eppendorf para
realizar el contaje. Para ello, se utilizd la cdmara de Neubauer y el azul de
tripano, que tifie células muertas, y se realizaron los calculos de células vivas

para cada pocillo, obteniendo la media de los triplicados.
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12. Citometria de flujo

Para caracterizar la cantidad de mitocondrias y su estado funcional
utilizamos el marcador mitocondrial MitoTracker Green FM (ThermoFisher
Scientific) y TMRM (Tetramethylrhodamine, methyl ester, ThermoFisher
Scientific). TMRM es un indicador del potencial de membrana de la mitocondria,
tifendo por tanto las mitocondrias activas/funcionales, mientras que
MitoTracker Green se localiza en todas las mitocondrias, independiente del
potencial de membrana, permitiendo por tanto saber la cantidad de

mitocondrias totales que hay.

Las células se sembraron a una densidad de 400000 células en placas de
35mm. Tras 24 horas se lavaron con PBS y se cambié el medio de cultivo por
medio de cultivo con los diferentes marcadores (200nM de TMRM y 200nM
de MitoTracker Green) durante 30 minutos a 372C vy al 5% de CO,. Ademas,
se afadieron controles negativos (sin tincion). Las células fueron incubadas
al mismo tiempo que con el marcador mitocondrial con 10uM de FCCP

durante 15 y 30 minutos.

Transcurridos los diferentes tiempos de tratamiento, las células se
lavaron con PBS, se tripsinizaron y se recogieron para posteriormente
analizarlas por citometria de flujo, utilizando para ello el citdmetro CitoFlex

(Beckman Coulter).

13. Analisis metabdlico

Para el estudio del metabolismo celular, se utilizd un analizador Seahorse
XF24 (Agilent), que permite la determinacion de la capacidad de respiracion
de las células y su dependencia al metabolismo glucolitico mediante el uso

secuencial de inhibidores metabdlicos.
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El dia anterior al ensayo se prepard la placa de calibraciéon (Seahorse
XFe24, Agilent) afiadiendo 1mL de la solucion calibrante (XF Calibrant pH7.4,
Agilent) a cada pocillo para hidratar los sensores y se incubd a 372C durante
16 horas. En paralelo, se cultivaron 90000 células por pocillo, y por triplicado
para cada condicién, en placas Seahorse XF24 (Agilent) de 24 pocillos
conteniendo medio de cultivo DMEM durante 16 horas. A continuacion, las
células se equilibraron con medio de ensayo Seahorse (XF Base Medium
Minimal DMEM, Agilent) suplementado tal y como se describe abajo,
dependiendo de si el ensayo era para medir la tasa de consumo de oxigeno
mitocondrial (OCR) o la tasa de acidificacidn extracelular (ECAR). Para ello, se
realizaron 3 lavados con el medio Seahorse suplementado en cada uno de los
pocillos, eliminando los restos del medio DMEM de cultivo, y se mantuvieron
en un volumen final de 180uL, a 372 de incubacidn, sin CO, y durante 60

minutos, inmediatamente antes del ensayo.

13.1. Analisis de la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial

El analisis de OCR se llevé a cabo mediante la incubacién de las células en
medio Seahorse suplementado con 1uM de glucosa, 2mM de L-glutamina
(Lonza) y 1ImM de piruvato de sodio (Lonza) en ausencia de CO,. Durante el
tiempo de incubacién (60 minutos), preparamos las inyecciones del equipo
para calibrarlo, afiadiendo en las posiciones A, B, y C: 1uM de oligomicina
(Sigma-Aldrich), 5uM de FCCP (Sigma-Aldrich) y 1uM de rotenona (Sigma-
Aldrich), respectivamente. Oligomicina es un inhibidor del complejo V (ATP
sintasa) de la cadena respiratoria, lo que nos permite diferenciar el
porcentaje de oxigeno consumido durante la sintesis de ATP. Se utilizé FCCP
(desacoplante mitocondrial), para calcular la capacidad maxima respiratoria
de las células y Rotenona, para inhibir el complejo | de la cadena respiratoria.
De este modo, se pudo medir el cambio en la concentracion de oxigeno
disuelto en el medio, obteniendo la tasa de consumo de O, expresado en

picomoles por minuto (pmol/min) (Figura 16), y calcular la respiracién basal
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(OCR-OCRgot), capacidad maxima de respiracion (OCRgccp-OCRgor), el
consumo de oxigeno asociado a la produccién de ATP (OCR-OCRoug), Y

respiracion no mitocondrial (OCRgror).
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Figura 16. Esquema representativo del andlisis de la tasa de consumo de oxigeno

13.2. Andlisis de la tasa de la acidificacion extracelular

El analisis de la acidificacion extracelular (ECAR) se llevd a cabo utilizando
el medio Seahorse suplementado con 2mM de L-glutamina (Lonza) y piruvato
de sodio (Lonza). Al igual que en el caso anterior, durante el tiempo de
incubacion de las células sin CO, preparamos las inyecciones del equipo,
afiadiendo en las posiciones A, By C: 30mM de glucosa, 1uM de oligomicina
y 0.1M de 2-DesoxiGlucosa (2-DG, Fluka), respectivamente. De este modo, el
protocolo establecido nos permitié medir la acidificacion del pH en el medio
debido a la liberacién de protones en el medio extracelular (Figura 17).
Primero de todo, las células fueron incubadas en ausencia de glucosa para
generar un estrés glucolitico. A continuacién, se introdujo una concentracion
saturante de glucosa que nos permitié obtener la tasa de glucdlisis en

condiciones basales. La adicion de oligomicina nos permitié analizar la
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energia obtenida a través de la ruta glucolitica y revela por tanto la maxima
capacidad glucolitica de la célula. Por ultimo, la adicidn de 2-DG, un inhibidor

de la ruta glucolitica, nos permitié analizar la dependencia de la misma.

Glucdlisis
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45 |

3

Capacidad
de reserva
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0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
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Figura 17. Esquema representativo del analisis de la tasa de acidificacién
extracelular del medio.

14. Anadlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron usando el software estadistico
Prism (GraphPad). Los datos se expresaron como la media + SEM (error
estandar). Para analizar las diferencias estadisticas entre grupos se utilizé un
ANOVA de dos vias. En caso de existir diferencias individuales, éstas se
analizaron utilizando un test post hoc de Tukey. Para comparar la media
entre grupos se uso la prueba t de Student. En todos los casos, las diferencias
se consideraron significativas cuando el valor p fue menor de 0.05 (*p<0.05;

**p<0.01; ***p<0.001 y ****p<0.0001).
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1. Laausencia de Rnd3 produce un aumento en la degradacion

de proteinas

En primer lugar, y puesto que resultados previos en nuestro laboratorio
mostraban una serie de alteraciones morfoldgicas en cortes histolégicos de
cerebro procedentes del ratén deficiente en Rnd3 (Rnd38¥8") compatibles con
alteraciones en el proceso de autofagia, decidimos analizar, mediante western
blot, los niveles basales de la relacion LC3-1I/LC3-1 en muestras de cerebro de
ratones Rnd3*/* y Rnd38"8" de 15 dias de edad (P15). Los resultados obtenidos
mostraron una disminucion significativa de LC3-11/LC3-1 en ausencia de Rnd3

en comparacién con los cerebros Rnd3*/* (Figura 18).

a b
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Figura 18. La relacién LC3-11/LC3-I disminuye en muestras de cerebro de ratones
Rnd38"¢, a) Imagen representativa del marcador LC3 (LC3-l, banda superior y LC3-
Il, banda inferior) analizado por western blot, en muestras de cerebro de ratén
Rnd3*/*y Rnd38"2", b) Cuantificacién de la relacién LC3-11/LC3-I. El anlisis estadistico
se realizé mediante un test t de Student (n=3).

Tal y como se ha descrito previamente, este modelo murino deficiente
para Rnd3 muestra una muerte postnatal temprana, alcanzando rara vez las
tres semanas de vida. Ademas, la ausencia de Rnd3 produce una alta

mortalidad prenatal, por lo que su obtencidn resulta costosa. Por ello,
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decidimos utilizar como modelo para el estudio de la implicacién de Rnd3 en
autofagia fibroblastos embrionarios (MEFs) inmortalizados, obtenidos a partir de
ratones Rnd3** y Rnd38/8" (ver Material y Métodos). Una vez obtuvimos las
células, y en colaboraciéon con el grupo de la Dra. Ana Maria Cuervo (Albert
Einstein College of Medicine, New York), analizamos su tasa de degradacion de
proteinas intracelulares. Para ello, cultivamos las células en presencia o ausencia
de suero, como principal modelo de induccion de autofagia, y en presencia o
ausencia de NH4Cl/Leupeptina, como inhibidores selectivos de la degradacién
lisosomal, y se llevé a cabo el marcaje de las proteinas con 3H-Leucina, tal y
como se describe en Material y Métodos. Los resultados representados en la
Figura 19 muestran cdmo las células deficientes en Rnd3, no tratadas con
NH4Cl/Leupeptina, presentaban una mayor tasa de degradacion proteica (58%
frente al 44.4% en células Rnd3*/* en presencia de suero y 64.8% frente al
49.6% observado en células Rnd3** en ausencia de suero). Ademas, la
utilizacién de NH4Cl/Leupeptina produjo una disminuciéon de la tasa de
degradacion proteica en ambos genotipos, alcanzando los mismos niveles de
degradacion y sugiriendo, por tanto, que las diferencias encontradas en las células

Rnd38"¢ eran, en parte, dependientes de la via lisosomal.
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Figura 19. MEFs Rnd38"/¢t presentan una mayor tasa de proteélisis. Analisis de la
tasa de degradacién proteica en MEFs Rnd3** y Rnd38"8' mediante el marcaje
con 3H-Leucina. Las células fueron cultivadas en presencia o ausencia de suero y
en presencia (N/L) o ausencia (NT) de NH4Cl/leupeptina. EI ANOVA mostré
diferencias significativas entre genotipos (n=3).

2. La ausencia de Rnd3 produce un aumento en autofagia

Con el objetivo de estudiar si Rnd3 estaba implicada de manera especifica
en alguna de las dos etapas del flujo autofagico (formacion del autofagosoma,
AFGy su posterior maduracion y fusion con el lisosoma), analizamos, mediante
western blot, los cambios producidos en la relacién LC3-11/LC3-I como
consecuencia de la inhibicidn de la degradacion lisosomal. De modo que, tras
el tratamiento con NH4Cl/Leupeptina, como método de bloqueo de la
degradacion de la via autofagica, un aumento en la relacion LC3-1I/LC3-I entre
2y 4 horas de tratamiento, solo puede ser debido a la sintesis de novo de AFG.
Por otro lado, el incremento en la relacion LC3-1/LC3-I durante el tratamiento
con NH4Cl/Leupeptina, comparado con la ausencia de inhibidor (0 horas), representa
la velocidad de fusiéon de los autofagolisosomas (AFGL), pudiendo analizar, por
tanto, el flujo de LC3 (LC3-1I/LC3-l a 2 horas de tratamiento vs LC3-1I/LC3-I a O horas

de tratamiento). Asimismo, podemos obtener el flujo neto de LC3 (nimero de
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AFGL degradados), que se obtiene como resultado de la diferencia entre la

relacién LC3-11/LC3-I de células tratadas con NH4Cl/Leupeptina a2y 0 horas.

Para realizar este estudio, los MEFs Rnd3** y Rnd3&"8 fueron cultivados en
presencia o ausencia de suero (4 horas) y en presencia o ausencia de
NH4Cl/leupeptina (0, 2 y 4 horas respectivamente). A continuacion, se llevo a
cabo la obtencién de las muestras y el andlisis de la relacién LC3-11/LC3-I por
western blot (Figura 20a), tal y como se ha descrito en Material y Métodos. Los
resultados de estos experimentos no mostraron diferencias significativas en el
contenido de vesiculas autofagicas (AV) en ausencia de Rnd3, respecto a
células Rnd3** (Figura 20b). Del mismo modo, no se observaron diferencias
significativas entre genotipos en el flujo de LC3 asi como en el flujo neto de
LC3 (Figura 20d, e). Sin embargo, si que hubo diferencias significativas en la
formacion de AFG, que se encontraba aumentada en MEFs Rnd38"2! respecto

a MEFs Rnd3** (Figura 20c).
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Figura 20. La ausencia de Rnd3 produce un aumento de la formacién de los
autofagosomas. a) Imagen representativa de los niveles de LC3-l y LC3-Il analizados
por western blot en MEFs Rnd3** y Rnd382, Las células fueron cultivadas en
presencia o ausencia de suero y en presencia o ausencia de NH4Cl/leupeptina
(N/L). Las graficas representan la cuantificacién por densitometria de la relacion
LC3-1I/LC3-1. Con los datos resultantes se calculé el contenido total de vesiculas
autofdgicas (AV) (b), la formacién de autofagosomas (AFG) (c), el flujo de LC3 (d)
y el flujo neto de LC3 (e), tal y como se detalla en Material y Métodos. El ANOVA
mostré diferencias significativas entre genotipos en la formacién de AFG (n=5).
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Los resultados anteriormente descritos mostraron que las células Rnd38vet
presentaban un aumento significativo de la formacion de AFG. Sin embargo,
para confirmar en qué etapa del proceso de autofagia estaba implicado Rnd3,
utilizamos la construccion mCherry-GFP-LC3 que nos permitid monitorizar in
vivo la dindmica de formacién del AFG, y su posterior fusidén con el lisosoma
(ver Material y Métodos). La sefal de la proteina verde fluorescente (GFP) es
muy sensible a pH acido y/o a las condiciones proteoliticas del lumen del
lisosoma, mientras que la fluorescencia roja de la proteina mCherry es mas
estable. Por ello, la colocalizacidn de las dos fluorescencias (mCherry y GFP,
puntos amarillos) indica vesiculas que no se han fusionado con el lisosoma (AFG).
Por el contrario, la sefial de mCherry (puntos rojos) en ausencia de GFP, se

corresponde con AFGL.

Para llevar a cabo este estudio, se transfectaron MEFs Rnd3** y MEFs
Rnd38¥8t con la construccién mCherry-GFP-LC3 vy, al cabo de 48 horas, se
cultivaron en presencia o ausencia de suero durante 4 horas. A continuacion,
se analizd por microscopia de fluorescencia el nimero de puntos positivos
para mCherry y GFP (amarillo), asi como el nimero de puntos positivos para
mCherry (rojo), tal y como se detalla en Material y Métodos. Los datos
obtenidos mostraron que las células deficientes en Rnd3 presentaban la
mitad del contenido de AV respecto a MEFs Rnd3*/*, tanto en presencia como
en ausencia de suero (Figura 21a). Ademas, al analizar el flujo de vesiculas,
observamos que las células Rnd3878t presentaban 5 veces la cantidad de AFG
en presencia de sueroy 7 veces en ausencia de suero, respecto a MEFs Rnd3*/*
(Figura 21b). Por otro lado, cuando analizamos el niumero total de AFGL,
observamos que las células deficientes para Rnd3 tenian la mitad de AFGL

comparado con lo observado en células Rnd3*/* (Figura 21c).
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Figura 21. MEFs deficientes en la expresion de Rnd3 presentan un mayor flujo
autofagico. MEFs Rnd3** y Rnd3#"8! transfectados con el vector mCherry-GFP-
LC3 se cultivaron en presencia o ausencia de suero durante 4 horas.
Posteriormente se analizé mediante microscopia de fluorescencia el nimero de
puntos por célula positivos para mCherry (rojo) y GFP (verde). Como resultado de
este analisis se obtuvo: (a) el contenido total de AV (mCherry-positivos, puntos
rojos mds puntos amarillos); (b) el nimero de AFG (mCherry-positivos y GFP-
positivos, puntos amarillos) vy, (c) el nimero de AFGL (mCherry-positivos y GFP-
negativos, puntos rojos menos puntos amarillos). El ANOVA mostré diferencias
entre genotipos para cada gréfica (n=6). Las diferencias individuales se analizaron
utlizando el test de Tukey, siendo significativas entre genotipos tanto en
presencia como en ausencia de suero para cada grafica (****p<0.0001).

En resumen, estos estudios, junto con el analisis de la relacidon de los
niveles LC3-II/LC3-I por western blot, sugieren que la ausencia de Rnd3
produce un mayor flujo autoféagico, resultando en una rapida degradacion de
los AFGL. Ademas, el aumento de la formacién de AFG observado en MEFs

Rnd38¥8 podria ser consecuencia de esta mayor velocidad de degradacién.
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Tras analizar el efecto de la ausencia de Rnd3 sobre autofagia en MEFs,
quisimos comprobar si el efecto sobre autofagia observado en estas células se
reproducia en la linea celular NIH3T3 (a partir de ahora referida como 3T3 WT).
Para ello y en colaboracién con el grupo del Dr. Francisco Martin (Genyo) se
llevo a cabo la obtencidn de una linea celular estable donde se disrupcioné el
gen RND3 (3T3 Rnd3 KO) usando el sistema de edicidn génica CRISPR/Cas9, tal y

como se describe en Material y Métodos.

Una vez obtenida la linea celular 3T3 Rnd3 KO se procedid a realizar una
comparativa del estudio del flujo autofagico. Los resultados obtenidos en células
3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO analizados por western blot (Figura 22a) indicaron que,
aligual que ocurria con MEFs, no existian diferencias significativas en el contenido
de AV en ausencia de Rnd3 respecto a células 3T3 WT (Figura 22b). Ademas,
los datos revelaron que no habia diferencias significativas en la formacion de
AFG en células 3T3 Rnd3 KO en comparacién con células 3T3 WT (Figura 22c).
Por ultimo, el reciclaje de estas particulas autofagicas (flujo de LC3 y flujo neto
de LC3), incrementd significativamente en ausencia de Rnd3, tanto en
condiciones basales como en ausencia de suero (Figura 22d, e).
Especialmente, las células deficientes en Rnd3 mostraron el doble del flujo
neto de LC3 en ausencia de suero respecto a estas mismas células en
presencia de suero, mientras que las células 3T3 WT no alcanzaron dicho

aumento.
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Figura 22. La ausencia de Rnd3 en células 3T3 Rnd3 KO produce un aumento del
flujo autofagico. a) Imagen representativa de los niveles de LC3-l y LC3-lI
analizados por western blot en células 3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO. Las células fueron
cultivadas en presencia o ausencia de suero y en presencia o ausencia de
NH4Cl/leupeptina (N/L). Las graficas representan la cuantificacion por
densimotria de la relaciéon LC3-11/LC3-l. Con los datos obtenidos se calculd el
contenido total de AV (b), la formacién de AFG (c), el flujo de LC3 (d) y el flujo
neto de LC3 (e). El ANOVA mostré diferencias significativas entre genotipos tanto
en el flujo de LC3 como en el flujo neto de LC3 (n=6).
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Para poder confirmar que los cambios en autofagia observados eran
consecuencia directa de la ausencia de Rnd3, decidimos realizar un ensayo de
flujo autofagico en células 3T3 Rnd3 KO a las que reintrodujimos de nuevo el
gen RND3 mediante la transfeccion del plasmido pCMVFlag-GFP-Rnd3.
(FlagGFPRNnd3) (ver Material y Métodos). Tras 48 horas de la transfeccion se
comprobd la eficiencia de la misma mediante microscopia de fluorescencia y
se procedid a realizar el analisis de la relacion LC3-11/LC3-1, asi como de Rnd3
exégeno mediante western blot (Figura 23a). Los resultados obtenidos
indicaron, en primer lugar, que la re-expresion de Rnd3 no alteraba el contenido
de AV, presentando un comportamiento similar al que se ha detallado
anteriormente tanto en los MEFs como en las células 3T3 (Figura 23b). En
cuanto a la formacion de AFG, se observd que al re-expresar Rnd3 en células
3T3 Rnd3 KO, se recuperaba parte del fenotipo autofagico. Es decir, el
aumento observado en la formacién de AFG en ausencia de Rnd3 disminuia a
la mitad en células 3T3 Rnd3 KO que re-expresaban Rnd3, obteniendo, por
tanto, valores similares a lo observado en células 3T3 WT (Figura 23c).
Ademas, en cuanto al reciclaje de estas particulas, se observé que al
recuperar la expresién de Rnd3 en células 3T3 Rnd3 KO, los niveles del flujo
de LC3 disminuyeron 3 veces respecto a células 3T3 Rnd3 KO y 2 veces
respecto a células 3T3 WT (Figura 23d). Finalmente, el flujo neto de LC3 no
mostré diferencias significativas al re-expresar Rnd3 en células 3T3 Rnd3 KO,

aunque presentaron una tendencia similar al de células 3T3 WT (Figura 23e).
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Figura 23. La expresion exdgena de la proteina Rnd3 restablece el flujo autofagico
en células 3T3 Rnd3 KO. a) Imagen representativa de los niveles de LC3-1 y LC3-II,
analizados por western blot en células 3T3 WT, 3T3 Rnd3 KO y 3T3 Rnd3 KO
transfectadas con el plasmido FlagGFPRnd3. La expresién de Rnd3 se indica con una
flecha negra, mientras que la expresién de Rnd3 exdgeno (Flag-Rnd3) se indica con
una flecha blanca. Las células fueron cultivadas en presencia o ausencia de suero y en
presencia o ausencia de NH4Cl/leupeptina (N/L). Las gréficas representan la
cuantificacién por densimotria de LC3-1l/LC3-I. Con los datos resultantes se calculé el
contenido total de AV (b), la formacién de AFG (c), el flujo de LC3 (d) y el flujo neto de
LC3 (e) tal y como se detalla en Material y Métodos. EIl ANOVA mostré diferencias
significativas entre células 3T3 Rnd3 KO y células 3T3 Rnd3 KO transfectadas con
FlagGFPRNd3 en la formacion de AFG y en el flujo de LC3 (n=2).
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Dado que los resultados anteriores mostraban que la ausencia de Rnd3
producia un aumento en la tasa de degradacion de proteinas asi como un
aumento en el flujo autofagico, nuestro siguiente objetivo fue analizar si el
tipo de sustrato a degradar en estas células era o no dependiente del principal
receptor de sustrato en autofagia, p62/SQSTML (referido a partir de ahora
como p62). Para ello, las células 3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO se cultivaron en
presencia o ausencia de suero durante 6 horas, en combinacién con
NH4Cl/Leupeptina (Ultimas 2 horas del experimento), y se analizaron los
niveles de expresiéon de p62 mediante western blot (Figura 24a). Los
resultados obtenidos mostraron que no existian diferencias significativas en
los niveles de expresion de p62 en células 3T3 Rnd3 KO comparadas con
células 3T3 WT (Figura 24b). Asimismo, decidimos analizar, mediante western
blot, otro marcador implicado en autofagia, Atg5 (Figura 24a), imprescindible
para la formacidn del AFG. Los datos obtenidos mostraron que no existian
diferencias significativas en ausencia de Rnd3 para los niveles de expresion de

Atg5 (Figura 24c).
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Figura 24. La ausencia de Rnd3 no altera la expresion de p62 y Atg5. a) Imagen
representativa de los niveles de expresion de p62 y Atg5, analizados por western
blot y utilizando actina como control de carga. Células 3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO
fueron cultivadas en presencia o ausencia de suero, asi como en presencia (N/L) o
ausencia (NT) de NH4Cl/Leupeptina. Se cuantificaron los niveles de p62 (b) y Atg5
(c) y se normalizaron respecto al control de carga (actina). El ANOVA no mostré

diferencias significativas entre genotipos (n=3).

A continuacion, decidimos analizar otros marcadores implicados en un
tipo especifico de autofagia, la autofagia mediada por chaperonas (CMA). Al
igual que en el caso anterior, las células fueron cultivadas en presencia o
ausencia de suero durante 6 horas y en presencia o ausencia de
NH4Cl/Leupeptina. Posteriormente, se analizaron, mediante western blot, los
niveles de Lamp2A (Lamp2A), marcador lisosomal que permite Ia
internalizacién de sustratos proteicos en el lisosoma, y Hsc70, chaperona que
lleva a cabo el direccionamiento de los sustratos proteicos hacia la superficie
del lisosoma. Tal y como muestra la Figura 25, no encontramos diferencias en

ninguno de los dos marcadores entre 3T3 WT y 3T3 Rnd3KO.
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Figura 25. La ausencia de Rnd3 no provoca cambios en la expresion de Lamp2A
y Hsc70, marcadores de autofagia mediada por chaperonas (CMA). a) Imagen
representativa de los niveles de expresion de Lamp2A y Hsc70, analizados por
western blot y utilizando actina como control de carga. Células 3T3 WT y 3T3 Rnd3
KO fueron cultivadas en presencia o ausencia de suero, asi como en presencia (N/L)
o ausencia (NT) de NH4Cl/Leupeptina. Cuantificacidn de los niveles de Lamp2A (b)
y Hsc70 (c) normalizados al control de carga (actina). EI ANOVA no mostré
diferencias significativas entre genotipos (n=3).

En resumen, la re-expresién de Rnd3 en células 3T3 Rnd3 KO restablecid
la formacién de AFG y el flujo autofagico, sugiriendo un papel regulador
negativo de Rnd3 sobre autofagia. Por otro lado, el andlisis de algunos

marcadores especificos de autofagia y CMA no se vieron alterados.
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3. La via mTOR/UIk no se ve alterada en ausencia de la

expresion de Rnd3

Dado que nuestros resultados indicaban que en ausencia de Rnd3 se
producia un aumento en autofagia, nuestro siguiente objetivo fue analizar si el

aumento de autofagia en Rnd3 tenia lugar a través de la via candnica de mTOR.

En primer lugar, medimos la actividad de mTOR mediante el estudio de uno
de sus sustratos, la proteina P70S6K (P70 ribosomal S6 kinase). Para llevar a
cabo este analisis, células 3T3 WTy 3T3 Rnd3 KO fueron cultivadas en presencia
0 ausencia de suero durante 3 y 6 horas. Transcurrido este tiempo se
recogieron las muestras y se prepararon para proceder al estudio de los niveles
de fosforilacién de P70S6K (p-P70S6K) por western blot (Figura 26a).
Finalmente, se analizd la relacion p-P70S6K/P70S6K, siendo menor cuanto mas
inactivo se encuentra mTOR. Los resultados obtenidos mostraron que, en
ausencia de suero, tanto las células 3T3 WT como las 3T3 Rnd3 KO presentaban
una disminucién significativa de la fosforilacién de P70S6K, sugiriendo una
menor actividad de mTOR, sin haber diferencias entre los dos genotipos (Figura

26b).
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Figura 26. La ausencia de Rnd3 no altera la actividad de mTOR. Las células 3T3
WT y 3T3 Rnd3 KO se cultivaron en presencia o ausencia de suero y se analizé la
expresion del sustrato de mTOR, P70S6K. a) Imagen representativa del estado de
fosforilacién de P70S6K, (banda marcada con una flecha). Se utilizdé actina como
control de carga. b) Cuantificacion de la relacion p-P70S6K/P70S6K. El ANOVA no
mostré diferencias significativas entre genotipos (n=3).

A continuacidn, y con el fin de profundizar en los mecanismos de regulacion
de autofagia mediados por Rnd3, decidimos analizar si Ulk estaba o no

implicado en dicha cascada de sefializacion.

Para realizar este estudio se cultivaron células 3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO en
presencia o ausencia de suero durante 4 horas. Las células se trataron en
presencia o ausencia del inhibidor de Ulk1/2 (MRT68), afadiendo
bafilomicinaAl (BafA1) como inhibidor selectivo de la degradacion de los AFGL
(durante las dos ultimas horas del tratamiento). Las muestras se recogieron y
se analizé la relacién LC3-1I/LC3-I mediante western blot (Figura 27a). Tal y
como se muestra en la Figura 27b, la inhibicion de Ulk1/2 resulté en una
disminuciéon de LC3-1I/LC3-I tanto en presencia como en ausencia de suero y
tanto en células 3T3 WT como 3T3 Rnd3 KO. Por tanto, estos resultados revelan

qgue el aumento de autofagia en ausencia de Rnd3 es dependiente de Ulk.
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Figura 27. La inhibicién de Ulk bloquea autofagia en células 3T3 WT y 3T3 Rnd3
KO. Células 3T3 WT y Rnd3 KO fueron tratadas en presencia o ausencia del
inhibidor de Ulk1/2 (MRT68), con y sin suero, y en presencia o ausencia (NT) de
BafAl como inhibidor de la degradacién lisosomal. a) Imagen representativa de los
niveles de LC3-l y LC3-Il analizados por western blot. b) Cuantificacién de LC3-
II/LC3-I en células tratadas con BafAl respecto a su correspondiente control no
tratado (NT) con BafAl (U. A.).

Es decir, los resultados obtenidos muestran que, el aumento de autofagia
observado en células 3T3 Rnd3 KO es dependiente de la via candnica de

sefializacién de mTOR/UlIk.

4. La inhibicion de ROCK-l no produce cambios en el

proceso de autofagia en células NIH 3T3

Son varios los estudios que ponen de manifiesto la relacion del proceso de
autofagia con el citoesqueleto de actina y proteinas de la familia Rho y alguno
de sus efectores, tal y como se ha comentado en la Introduccién. Ademas,
ROCK-I, un efector de RhoA, ha sido vinculado con el proceso de autofagia y

puesto que Rnd3 es un regulador negativo de ROCK, nuestro siguiente
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propdsito fue estudiar si el aumento producido en autofagia en células Rnd3

KO era o no dependiente de ROCK-I.

Para ello, se trataron células 3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO con el inhibidor de
ROCK-I Y-27623 y NH4Cl/Leupeptina. A continuacidn, se analizd la relacion de
LC3-1I/LC3-1 mediante western blot (Figura 28a). Los resultados obtenidos
mostraron que tanto en células 3T3 WT como 3T3 Rnd3 KO la presencia del
inhibidor de ROCK no producia cambios en la relacién LC3-1l/LC3-I (Figura
28b), sugiriendo que el flujo autofagico en condiciones basales y en ausencia

de Rnd3 es independiente de ROCK-I.
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Figura 28. ROCK-l no es un regulador de autofagia en células NIH3T3 en
condiciones basales. a) Imagen representativa de los niveles de LC3-l y LC3-Il en
células 3T3 WT y Rnd3 KO tratadas en presencia o ausencia del inhibidor de ROCK-
I, Y-27623, y en presencia o ausencia de NH4Cl/Leupeptina (N/L). b) Cuantificacion
de los niveles de LC3-11/LC3-I en presencia de N/L, respecto a células no tratadas
(NT). El ANOVA no mostré diferencias significativas entre genotipos (n=2).
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5. Rnd3 esta presente en la membrana lisosomal pero no

es un sustrato de degradacion lisosomal

Siguiendo con la caracterizacién del papel de Rnd3 en autofagia, y puesto
qgue en los analisis de flujo autofagico observamos que Rnd3 podria estar
inhibiendo la etapa de maduracién del AFG, nos propusimos investigar la
localizacién de Rnd3 en los compartimentos autofagicos y su posible papel en

la maduracion del AFG.

Primeramente y, en colaboracién con el grupo de la Dra. Ana Maria
Cuervo, analizamos la presencia de Rnd3 en lisosomas purificados
procedentes de higados de rata ayunada. Para ello, se obtuvieron fracciones
lisosomales enriquecidas, asi como de citosol y reticulo endoplasmico
mediante técnicas de ultracentrifugacion, tal y como se detalla en Material y
Métodos. Una vez obtenidas las diferentes fracciones, se procedié a analizar,

por western blot, la presencia de Rnd3.

Tal y como se observa en la Figura 29, Rnd3 se encontraba presente en
lisosomas aislados, sugiriendo su participacion en la maduracion del AFG, o

bien que Rnd3 era un sustrato de degradacion lisosomal.

Lamp2A - Ga—
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Figura 29. Rnd3 se encuentra en lisosomas purificados de higado de rata. Las
muestras fueron obtenidas a través de técnicas de ultracentrifugacién y se analizaron
por western blot los niveles de Lamp2A, Hsc70 y Rnd3. H: homogenado total del
tejido; C: citosol; RE: reticulo endoplasmatico; L: lisosomas.
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Para comprobar si la presencia de Rnd3 en lisosomas era debido a su
posterior degradacion, realizamos un estudio donde se cultivaron 3T3 WT en
presencia de un inhibidor de la ruta proteasomal (lactacistina) o de inhibidores
de la degradacion lisosomal (NH4Cl/Leupeptina). Se mantuvieron las células en
presencia o ausencia de suero durante 6 y 16 horas, se recogieron las muestras
y se estudiaron los niveles de la proteina Rnd3 en cada una de las condiciones
mediante western blot (Figura 30). Los resultados mostraron que al bloquear
la via del proteasoma, los niveles de Rnd3 se acumulaban de manera
significativa. Por el contrario, no se observé una acumulacién de la proteina

Rnd3 al tratar las células con NH4Cl/leupeptina (Figura 30).
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Figura 30. Rnd3 no es degradado a través de autofagia. a) Imagen representativa
de los niveles de Rnd3, analizados por western blot, en células 3T3 WT tras el
tratamiento con lactacistina (Lacta, 10uM, 6 horas) como método para inhibir
proteasoma, y NH4Cl/Leupeptina (N/L, 6 horas) como método para inhibir
autofagia. Ademas las células fueron cultivadas en presencia o ausencia de suero
(6 y 16 horas). b) Cuantificacién de los niveles de Rnd3 en cada una de las
condiciones. EI ANOVA mostré diferencias significativas entre el tratamiento con
lactacistina y el grupo no tratado (NT), pero no entre el grupo control y el tratado
con inhibidores de la degradacién lisosomal (N/L).(n=3)

En conjunto, estos Ultimos resultados sugieren que Rnd3 no es un sustrato
de degradacién lisosomal, y que su localizacién en el lisosoma puede estar

relacionada con la regulacion de autofagia observada anteriormente.
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6. Lafuncionalidad de las mitocondrias se ve comprometida

en ausencia de Rnd3

Como se ha comentado en Introduccidn, resultados previos de nuestro
grupo realizados en muestras de cerebro de ratones deficientes en Rnd3 han
mostrado la aparicién de algunos fenotipos subcelulares compatibles con una
alteracion en el proceso de autofagia, entre otros, la acumulacién de
mitocondrias aberrantes. Por este motivo quisimos conocer si Rnd3 estaba o

no implicado en la homeostasis mitocondrial.

En primer lugar quisimos analizar el nimero de mitocondrias totales asi
como el nimero de mitocondrias funcionales tanto en células 3T3 WT como

en células 3T3 Rnd3 KO.

Para ello se utilizd un marcador que tifie mitocondrias totales con
independencia del potencial de membrana mitocondrial (Mitotracker green)
y un marcador sensible a cambios en el potencial de membrana (TMRM), vy,
por tanto, que nos permite saber el nimero de mitocondrias funcionales. Las
células 3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO fueron cultivadas en presencia o ausencia de
FCCP y en presencia de los distintos marcadores mitocondriales, tal y como
se describe en Material y Métodos, y posteriormente se analizaron mediante

citometria de flujo.

Los resultados obtenidos indicaron que, en condiciones basales, tanto el
numero de mitocondrias totales (Figura 31a) como el de mitocondrias
funcionales (Figura 31b) es similar en ambas lineas celulares. Sin embargo, al
afiadir FCCP, las células Rnd3 KO mostraron una mayor disminucion de
mitocondrias funcionales comparado con las células WT (11.5% respecto al 27.5%
que presentan las células WT tras 15 minutos del tratamiento, Figura 31c),

indicando que las células Rnd3 KO eran mas sensibles a FCCP.
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Figura 31. Las células 3T3 Rnd3 KO son mas sensibles al dafio mitocondrial. Analisis
por citometria de flujo del marcador MTGreen (mitocondrias totales) y TMRM
(mitocondrias funcionales), tanto en células 3T3 WT como 3T3 Rnd3 KO. a)
Histograma representando la distribucién de la poblacién celular tras el marcaje con
MTGreen (izquierda) y con TMRM (derecha), asi como la distribucién de la poblacién
celular tras el tratamiento con FCCP (10uM) durante 30 minutos. b) Cuantificacién de
la relacion TMRM/MTGreen medidos como la intensidad mediana de fluorescencia.
Los datos se expresaron en porcentaje sobre los valores de las células sin tratar con
FCCP. EI ANOVA mostrd diferencias significativas entre genotipos. Las diferencias
individuales se analizaron mediante un test de Tukey, observando que el tratamiento
con FCCP mostraba diferencias significativas entre genotipos (***p<0.001) tanto a 15
como a 30 minutos. (n=2).
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Resumiendo, estos resultados indican que en ausencia de Rnd3, las células
son mas sensibles a un dafio mitocondrial, lo que sugiere el posible papel de Rnd3

en la homeostasis mitocondrial.

7.La ausencia de Rnd3 produce una alteracion de la

respiracion mitocondrial

Puesto que los resultados obtenidos anteriormente mostraron una mayor
sensibilidad a FCCP en células deficientes en Rnd3 comparado con células 3T3
WT, nos preguntamos si dicha alteracién podia tener consecuencias en el
metabolismo oxidativo de estas células. Para ello evaluamos la tasa de consumo
de oxigeno (OCR) en células 3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO (Figura 32a) a través del
analizador Seahorse, cultivando las células en las distintas condiciones por
triplicado y durante 16 horas, tal y como se explica en Material y Métodos. Con
los datos obtenidos pudimos calcular el OCR asociado a la produccion de ATP

(Figura 32b) asi como la capacidad de maxima respiracién (Figura 32c).

En primer lugar, observamos que la inhibicion de la ATP sintasa con
oligomicina provocé una disminucién de la bajada del consumo de oxigeno (OCR)
en las células 3T3 WT, pero no en las células 3T3 Rnd3 KO. Ademads, ante la
presencia del agente desacoplante FCCP, las células 3T3 Rnd3 KO fueron
incapaces de aumentar el consumo de oxigeno, como si sucede en las células 3T3
WT, mostrando por tanto un descenso significativo en el OCR asociado a la
produccion de ATP (Figura 32b). Asimismo, el hecho de que en ausencia de Rnd3
las células no fueran capaces de aumentar el OCR resulté en una disminucién

significativa de la capacidad de maxima respiracion (Figura 32c).
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Figura 32. Analisis de la tasa de consumo de oxigeno (OCR) mitocondrial en
ausencia de Rnd3. a) Perfil de la tasa de consumo de oxigeno en células 3T3 WT
y 3T3 Rnd3 KO. b) Analisis de la capacidad maxima de respiracién. c) Analisis del
consumo de oxigeno asociado a la produccidn de ATP procedente de la respiracion

mitocondrial. El analisis estadistico se realizd mediante un test t de Student (n=3).

A continuacién, debido a los resultados obtenidos en el analisis del
potencial de membrana mitocondrial asi como en el OCR, en células 3T3 Rnd3
KO, decidimos analizar el metabolismo glucolitico de estas, también
utilizando el analizador metabdlico Seahorse. Para ello se cultivaron células
3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO en las distintas condiciones por triplicado y durante
16 horas, tal y como se explica en Material y Métodos, y se evalué la tasa de
acidificacion extracelular (ECAR) tal y como se muestra en la Figura 33a. Con
los datos obtenidos pudimos calcular la tasa de glucdlisis (Figura 33b) y la

capacidad de reserva glucolitica (Figura 33c). De este modo observamos que,
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al afiadir glucosa, las células 3T3 Rnd3 KO producian un mayor aumento de la
acidificacion del medio respecto a las células 3T3 WT, indicando una mayor
activacién de la ruta glucolitica (Figura 33b). Por otro lado, las células 3T3
Rnd3 KO no mostraron respuesta a la oligomicina, mientras que en las células
3T3 WT, se observd un aumento de la acidificacién del medio tras el bloqueo de
la sintesis de ATP mitocondrial, obteniendo en consecuencia una capacidad de
reserva glucolitica inferior en células 3T3 Rnd3 KO (Figura 33c). Finalmente, la
adiciéon al medio de un derivado analogo de la glucosa que inhibe la ruta
glucolitica (2-DG) produjo una disminucién de la acidificacion del medio, tanto en

células 3T3 WT como en las 3T3 Rnd3 KO.

a
Glucosa Oligomicina 2-D-Glucosa
80 - WT
Rnd3 KO

__ 60 I :
é T T 1 1
<
3 a2
g 4
o
< T
2 11—

20

0 > A DO L A O P QO N

PO AN AN S N N NN LN PN
MT T AT T 0 @ @ @ P
Tiempo (minutos)
b c
Glucdlisis Reserva glucolitica
50 50
*

40 40 mWT
= T = @ Rnd3 KO
£ €
T 30 = 30
g E
E 20 = 20
S S
] ]

0 0

Figura 33. Las células deficientes para Rnd3 presentan un aumento del
metabolismo glucolitico. a) Perfil de la tasa de acidificacién extracelular (ECAR) en
células 3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO. b) Analisis de la glucdlisis. c) Andlisis de la capacidad
de reserva glucolitica. El analisis estadistico se realizé mediante un test t de Student

(n=3).
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Por tanto, estos resultados indican una alteracion en la respiracion
mitocondrial de células 3T3 Rnd3 KO y una disminucidn en la produccion de
ATP a través de la respiracion mitocondrial, lo que hace que estas células

aumenten el proceso de la glucdlisis como fuente de energia.

8. Las células 3T3 Rnd3 KO son dependientes de glucdlisis

Puesto que los resultados obtenidos anteriormente mostraban una
alteracion en el metabolismo oxidativo de las células deficientes para Rnd3,
guisimos confirmar si estas eran dependientes del proceso de glucdlisis. Para
ello, se realizé un estudio de viabilidad celular en presencia del inhibidor de
glucdlisis 2-DG, durante 4, 6 y 16 horas, tanto en células 3T3 WT como en las
células deficientes para Rnd3 3T3 Rnd3 KO, por triplicado. Transcurrido cada
uno de los tiempos, se recogieron las células y se efectud el contaje tal y como
se describe en Material y Métodos. En la Figura 34, se observa cémo el
tratamiento con 2-DG produjo una reduccion moderada de la viabilidad
celular en las células 3T3 WT (80%, 60% y 55% a las 4, 6 y 16 horas,
respectivamente). Sin embargo, las células deficientes en Rnd3 son mucho
mas sensibles a la presencia de este compuesto, viendo reducida su viabilidad
hasta un 15% tras 16 horas de tratamiento (Figura 34), lo que sugiere una

mayor dependencia del proceso de glucdlisis en estas células.
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Figura 34. Las células deficientes en Rnd3 son dependientes de glucdlisis.
Células 3T3 WT y 3T3 Rnd3 KO fueron tratadas con 2-DG (10 mM) durante 4, 6y
16 horas. Se analizé la viabilidad celular utilizando azul de tripano, obteniendo la
media de los triplicados para cada condicién y relativizandolo al numero de
células no tratadas con 2-DG (NT). El ANOVA mostré diferencias significativas
entre genotipos. Las diferencias individuales se analizaron mediante de un test
de Tukey (*p<0.05 a las 16h del tratamiento; **p<0.01 a las 4 y 6h del
tratamiento). (n=2).

En resumen la ausencia de Rnd3 provoca una disminucién de la respiracién
mitocondrial, asi como una dependencia de la via glucolitica para la obtencién

de energia.

En conjunto, todos estos resultados sugieren que Rnd3 es un regulador
negativo del proceso de autofagia, pudiendo estar implicado en la etapa de
maduracién del AFG. Ademas, las células deficientes en Rnd3 se produce una
acumulacién de mitocondrias dafiadas y por tanto una disminucién de la
respiracion mitocondrial. Por ello, y puesto que no son capaces de obtener
ATP a través de la respiracién mitocondrial, las células en ausencia de Rnd3

son dependientes de glucdlisis.
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Discusion

La autofagia juega un papel fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis celular. En particular, un mal funcionamiento de este proceso en
el SNClleva a la acumulacion de agregados proteicos, lo que se ha identificado
como una de las causas de algunas enfermedades neurodegenerativas®?. Por
otro lado, resultados anteriores de nuestro laboratorio indicaban que el
cerebro de ratones deficientes en la expresién de la GTPasa de pequefio
tamano Rnd3 presentaba agregados proteicos y mitocondrias aberrantes. Por
ello, en este trabajo hemos analizado el posible papel de Rnd3 en el proceso
de autofagia. Nuestros resultados indican que en ausencia de la expresion de
Rnd3 hay un aumento del flujo autofagico. Ademas, Rnd3 se encuentra en las
membranas lisosomales, pero no es un sustrato de degradacion lisosomal, lo
gue apoya el posible papel de Rnd3 en la regulacidn de autofagia. Finalmente,
en ausencia de Rnd3 se ve alterada la funcién mitocondrial y las células se
convierten en dependientes de glucdlisis. Todos estos resultados sugieren un
nuevo papel de Rnd3 como regulador negativo de autofagia asi como en el

mantenimiento de la homeostasis mitocondrial.

Durante el proceso de autofagia se requiere del remodelado de la
membrana para generar vesiculas autofagicas (AV), asi como su fusion con los
lisosomas. En consecuencia, han aparecido diferentes estudios que ponen de
manifiesto la relacién entre el citoesqueleto de actina y el proceso de
autofagia'® y como la polimerizacidn de actina es esencial para este proceso.
De modo que, ante una situacion en la que actina se encuentre
despolimerizada, la induccion de autofagia no tiene lugar, incluso ante una

situacién de estrés nutricional®®.

La familia de proteinas Rho GTPasas son las principales reguladoras del

125-128

citoesqueleto de actina, , por lo que otros estudios han demostrado la

implicacién de algunas de estas proteinas en el proceso de autofagia®'> 5% 1%

155 RhoA es un regulador directo de la polimerizacién de actina®¥” 1

y se ha
descrito que la expresion de su forma activa es suficiente para inducir

autofagia en condiciones basales!'>. Por otro lado, la kinasa ROCK-I, el efector
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principal de RhoA!¥, también estd implicada en el proceso de autofagia,
aunque su papel no estd claro. Asi, se ha descrito que la inhibicion de ROCK-I
resulta en una menor actividad de autofagia. Sin embargo, en presencia de la
forma activa de RhoA, la inhibicion de ROCK-I no produce cambios en
autofagia, sugiriendo que otros efectores de RhoA podrian estar
implicados!®®. Por otro lado, se ha demostrado la implicacion directa de
ROCK-I sobre autofagia en condiciones de estrés metabdlico, a través de
Beclinl. La actividad de ROCK-l aumenta ante una situacién de estrés
metabdlico, pudiendo fosforilar a Beclinl y dando lugar a un aumento de
autofagia. Sin embargo, no se observa un incremento en la actividad de RhoA
bajo estas condiciones, sugiriendo que otros moduladores de ROCK-I podrian
estar implicados®®. Asimismo, otros autores demuestran que la inhibicion de
la actividad kinasa de ROCK-I promueve la degradacion de agregados
proteicos a través de autofagia, mediante el receptor de sustrato p62**, por
lo que el papel de ROCK-I sobre autofagia parece ser dependiente de contexto

y/o tipo celular.

Rnd3 es un regulador negativo de la via de sefializacién de RhoA/ROCK-|165 167,168,

En el contexto de autofagia, nuestros resultados indican que en ausencia de
expresion de Rnd3 hay un aumento de autofagia, incluso en condiciones
basales. La ausencia de Rnd3 produce un aumento de la forma activa de RhoA
y de ROCK-I, al menos en neuronas®®?, lo que podria llevar al aumento de
autofagia. Pero, en nuestras condiciones experimentales y en el modelo
celular 3T3, la inhibicion de ROCK-I no produce cambios en autofagia, ni en
ausencia ni en presencia de expresion de Rnd3 en condiciones basales;
tampoco observamos cambios en los niveles de p62. Estos resultados podrian
sugerir que Rnd3 regula autofagia a través de otras vias de sefializacidn

independientes de ROCK-I.

Otras proteinas Rho, como Racl y Rac3, estan también relacionadas con
el proceso de autofagia. Por un lado, se ha descrito un papel negativo de Rac3

en dicho proceso, ya que la ausencia de esta proteina resulta en un aumento
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de autofagia®®?, al igual que ocurre en nuestros experimentos con Rnd3. No
obstante, aunque la via de sefializacion por la que Rac3 modula autofagia no
se ha descrito, podria ser independiente de RhoA/ROCK-I, ya que la regulacién
de Rac sobre el citoesqueleto de actina es dependiente de PAK'*> 1, Por otro
lado, se ha descrito que la forma activa de Racl inhibe el proceso de
autofagia, ya sea en condiciones basales o ante una situacién de estrés
nutricional. Asi, la expresién de la forma inactiva de Racl en condiciones
basales, es suficiente para inducir autofagia, alcanzando el mismo nivel de
autofagia obtenido ante una situacidon de estrés nutricional’>. No obstante,
el papel de Racl parece que no esta claro, ya que también se ha descrito que
en ausencia de esta proteina hay una menor tasa de degradacién proteica a
través de la via lisosomal, que no es dependiente de macroautofagia, sino que

modula CMA a través de su asociacidn y estabilizacion de los lisosomas®®3.

A pesar de que Racl y Rac3 tienen un 92% de secuencia de aminoacidos
idéntica, presentan funciones opuestas en la regulacién del citoesqueleto de

actina®®l.

La sobreexpresion de Rac3 en células neuronales produce un
fenotipo redondeado, al contrario que ocurre con Racl que promueve el
crecimiento de neuritas’®2. En este sentido, la sobreexpresién de Rnd3
también desorganiza el citoesqueleto de actina produciendo un fenotipo
redondeado en células tumorales!’ pero no en células neuronales, donde la
sobreexpresion de Rnd3 produce el crecimiento de neuritas'®. De modo que,
la funcién de Rnd3 puede ser diferente en funcion del tipo celular, ya que en
el caso del crecimiento de neuritas es necesaria la polimerizacion de actina a
través de Racl, al mismo tiempo que la inhibicion de RhoA, actuando Rnd3
como un inhibidor de la via RhoA/ROCK-1'*3, Ademas, tal y como se ha
comentado anteriormente tanto Rac3 como Rnd3 son reguladores negativos
de autofagia. En el caso de Racl, su principal funciéon es la polimerizacion de
actina dando lugar a lo que se conoce con el nombre de lamelipodios!*!. Sin

embargo, Racl puede tener un papel antagdnico al de RhoA, ya que es capaz

de interaccionar con p190 RhoGAP provocando una disminucidon de los
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niveles de RhoA activo y modulando de forma transitoria su localizacion en
membrana. La regidn de interaccién de p190 RhoGAP con Racl es la misma
que para Rnd3'**, de modo que Racl y Rnd3 podrian estar inhibiendo el
proceso de autofagia a través de la misma via, es decir, a través de la
activacion de p190 RhoGAP, con la consiguiente inactivacién de la via RhoA,
pero no a través de ROCK-I, sugiriendo que otros efectores de RhoA podrian

estar implicados.

Las proteinas Rho GTPasas se localizan en membrana, donde ejercen su
funcidn. La presencia en su region C-terminal de una region polibdsica y una
secuencia CAAX es una caracteristica comun en la mayoria de las proteinas
Rho. Ambas regiones se han descrito como regiones necesarias para la
localizacidn y estabilizacién de estas proteinas en la membrana celular*®. El
papel de las proteinas Rho sobre autofagia puede estar mediado por esta
modificaciéon postraduccional que modula la localizacién subcelular; en el
caso de Rac3, la inhibicidn de la isoprenilcisteina metiltransferasa, enzima que
cataliza el paso final de la prenilacién de la proteina y su posterior localizaciéon
en membrana, produce un aumento de autofagia que es revertido al
sobreexpresar Rac3 exdgeno'®®. Rnd3 también presenta la regién polibasica
asi como el motivo CAAX'*, de modo que el efecto de Rnd3 sobre autofagia
podria ser dependiente de su localizacién en membrana. Estudios previos de
nuestro laboratorio muestran que la ausencia de la regidn polibasica en la
proteina Rnd3 hace que su localizacion se situe fuera de membrana y pierda
su funciéon inhibitoria sobre la formacién de fibras de actina.
Sorprendentemente, el mutante que carece de la regidn polibasica muestra

una localizacidn en lisosomas®.

Nuestros resultados también indican que Rnd3 se localiza en lisosomas
pero no es sustrato de su degradacién. Por otro lado, la ausencia de Rnd3
aumenta la degradacién lisosomal, confirmando que Rnd3 no se encuentra
en lisosomas para ser degradado sino que juega un papel regulador en el

proceso de autofagia. La actina polimerizada es fundamental para la
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formacidon de AFG, ya que su despolimerizacidn resulta en la acumulacién de
estructuras curvadas similares al omegasoma®®®. El hecho de que Rnd3 induce
la despolimerizacién de la actina, sugiere que esta proteina pueda estar
jugando un papel regulador en el proceso de formacion de AV. Nuestros
resultados indican que Rnd3 es relevante en la ultima etapa de maduracion
del AFG, es decir, en la etapa de su fusidn con el lisosoma. Es posible que la
presencia de Rnd3 en el lisosoma inhiba de forma directa esta fusion,
resultando en la acumulacién de AFG inmaduros en los que no se lleva a cabo
la degradacién del contenido. Dado que mutantes de la regidn polibasica de
Rnd3 se localizan en los lisosomas, es posible que modificaciones en la region
C-terminal de Rnd3 sean relevantes para modular esta localizacién en
relacidon con autofagia. También Racl se asocia con lisosomas, pero en este
caso son lisosomas activos para CMA: la presencia de Racl aumenta la
estabilidad de este tipo de lisosomas en condiciones de ayuno, a través de su

union con la fosfatasa PHLPP1%°3.

A nivel molecular, se han descrito diferentes rutas de sefializacién por las

cuales se regula autofagia®® %’

, siendo la mejor caracterizada la de mTOR,
gue es un regulador negativo del proceso, ya que lleva a cabo la fosforilacién
de Ulk, el cual interacciona con otras proteinas formando un complejo
esencial para la etapa de iniciacién de autofagia?® 2’ 1%, De modo que, una
menor actividad de mTOR tiene como consecuencia una activacién de
autofagia, tal y como estd descrito por otros autores!®. No obstante, se ha
descrito que en ausencia de Ulk y ante una situacién de hipoxia, se induce el
proceso de autofagia, sugiriendo que la autofagia inducida por hipoxia es
independiente de UIk*®. Nuestros resultados indican que tanto en células WT
como Rnd3 KO, la actividad de mTOR se inhibe ante una situacion de estrés
nutricional, asi como que la inhibicion de la actividad de Ulk resulta en una
disminucién de la relacion LC3-1I/LC3-I, sugiriendo por tanto que el aumento
de autofagia observado en ausencia de Rnd3 no es consecuencia de una
nueva via de sefializacién, sino que es a través de la via candnica de
mTOR/Ulk.
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Nuestros resultados también demuestran que Rnd3 es importante para la
homeostasis mitocondrial. La presencia de mitocondrias no funcionales es un
fendmeno comun a distintas enfermedades neurodegenerativas® 192199 sy
acumulacién puede provocar muerte celular, dando lugar a los sintomas
asociados a dichas enfermedades®. Por ello, el mecanismo por el cual se
reciclan las mitocondrias de manera selectiva, denominado mitofagia, se ha

convertido en un foco de atencidn en la investigacidn de estas enfermedades 7.

La via de sefalizacion mejor caracterizada para el reciclaje de las

201 siendo Parkin la proteina mas conocida

mitocondrias es la de PINK1/Parkin
relacionada con la enfermedad de Parkinson. Parkin es una E3 ubicuitina-
ligasa imprescindible para la eliminaciéon de mitocondrias aberrantes2®2,
Cuando se produce dafio en la mitocondria y se despolariza, la proteina PINK1
se acumula en la membrana externa mitocondrial, reclutando y fosforilando
a Parkin, lo que resulta en su activacion?®. Parkin, a su vez, ubicuitila a
diferentes proteinas en la membrana externa mitocondrial, lo que dirige a las
mitocondras dafiadas a ser eliminadas mediante el proceso de mitofagia2®.
Una de las dianas de PINK1 y Parkin es MIRO (Mitochondrial Rho protein), una
pequefia GTPasa relacionada con las proteinas Rho y necesaria para el
transporte de las mitocondrias en axones. La fosforilacion de MIRO induce su
unién con Parkin y posterior degradacién, lo que resulta en un bloqueo del
transporte mitocondrial a lo largo de los axones. Este fendmeno, junto con la
activacion de PINK1, conduce a la posterior eliminacion de las mitocondrias

aberrantes a través de mitofagia?® 2%,

Nuestros resultados indican que Rnd3 es necesaria para la homeostasis
mitocondrial, ya que, en ausencia de Rnd3, el tratamiento con un agente
desacoplante aumenta la proporcion de mitocondrias despolarizadas,
comparado con células WT. La acumulacion de mitocondrias aberrantes en
cerebro de ratones deficientes en la expresién de Rnd3 podria ser una
consecuencia de la incapacidad para eliminarlas en ausencia de esta proteina.

En este sentido, es importante sefialar que tenemos resultados indicando que
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Rnd3 interacciona de forma directa con Fbxo7, una E3 ubicuitina-ligasa
relacionada con Parkin y que es también importante para la eliminacion de

mitocondrias dafiadas?®’.

La ausencia de Fbxo7 en ratones presenta un
fenotipo similar a nuestro modelo deficiente en Rnd3, incluyendo
alteraciones motoras asi como una muerte prematura®®. Ademas, la ausencia
de Fbxo7 tiene también un efecto sobre el metabolismo mitocondrial, ya que
células deficientes en Fbxo7 muestran una alteracién de la respiracién
mitocondrial, con una alteracién en la actividad de la NADH deshidrogenasa,
lo que resulta en una reduccién del potencial de membrana asi como una
disminucién en los niveles de ATP. Asimismo, la capacidad maxima de
respiracién se ve alterada en células deficientes en Fbxo72%. Por otro lado,
mutaciones de Fbxo7 afectan a la integridad mitocondrial, ya que incrementa
la especies reactivas de oxigeno (ROS)*°. Nuestros resultados en células
deficientes en Rnd3 muestran un comportamiento similar al detallado para
Fbxo7, sugiriendo que Fbxo7 y Rnd3 podrian ser igualmente relevantes en el

mantenimiento de la funcién mitocondrial.

En relacidn al estado funcional de las mitocondrias en ausencia de Rnd3,
éstas muestran un comportamiento normal en situacién basal. Sin embargo,
hemos observado que en ausencia de Rnd3 se produce una mayor
despolarizacién de las mitocondrias tras el tratamiento con FCCP. Ademas,
respecto a la tasa de consumo de oxigeno, estas células no mostraron ningun
efecto al tratamiento con oligomicina, un inhibidor de la ATP sintasa y se
observd su incapacidad para aumentar el consumo de oxigeno tras su
desacoplamiento con FCCP. La inhibicidn de la ATP sintasa en ausencia de
Rnd3 no resulta en un aumento de la tasa glucolitica, que es mayor que en
células WT. Esto significa que Rnd3 es esencial para mantener la homeostasis
mitocondrial y que en su ausencia podrian acumularse las mitocondrias no
funcionales, por lo que la fosforilacién oxidativa deja de ser el principal
sistema de sintesis de ATP en la célula. Asi, el metabolismo energético de las

células deficientes en Rnd3 es estrictamente glucolitico. En concordancia con
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estos resultados, las células deficientes en Rnd3 son mucho mas sensibles que
las WT a la inhibicion de glucdlisis con 2-desoxiglucosa, ya que esta se

convierte en la principal via metabdlica para la obtencion de ATP.

La via de sefializacién de RhoA/ROCK-I también estd relacionada con la
funcién mitocondrial. El tratamiento con lipopolisacarido (LPS), que activa la
ruta de sefializacion RhoA/ROCK-I?*?, junto con interferén gamma (IFN-y),
produce una disminucién de la respiracion mitocondrial y, como
consecuencia, un aumento de la tasa glucolitica?’2. . En nuestro modelo de
ausencia de Rnd3, observamos un fenotipo similar, sugiriendo que Rnd3
podria ser un actor necesario bien para el mantenimiento de la integridad
mitocondrial o bien en el proceso de identificacion de mitocondrias dafiadas
y su eliminacién por mitofagia, quizas a través de su interaccidn con Fbxo7.

Seran necesarios nuevos experimentos para demostrar esta hipotesis.

En resumen, nuestros resultados indican que Rnd3 juega un papel como
regulador negativo del proceso de autofagia y que es fundamental para el
mantenimiento de la funcidn mitocondrial en las células. Es posible que Rnd3
interaccione con diversas proteinas, ademas de con la via de RhoA para
realizar estas funciones. En cualquier caso, este trabajo pone de manifiesto la
importancia de Rnd3 en funciones celulares que van mas alla de la regulacién
de la dindamica del citoesqueleto de actina y que impactan en el metabolismo
energético y el mantenimiento de la homeostasis mitocondrial. La pérdida de
la funcién mitocondrial en ausencia de Rnd3 nos lleva a especular con la
posibilidad de que Rnd3 actue regulando la eliminacion de mitocondrias
dafiadas, que se acumulan en su ausencia, limitando la produccién de ATP en
la mitocondria. No podemos descartar que, ante esta situacidon de estrés
metabdlico, se active el proceso de autofagia en las células. Asi, el aumento
de autofagia que encontramos en las células que no expresan Rnd3 podria ser

una consecuencia indirecta de la pérdida de funcion mitocondrial.
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Con los resultados mostrados en este trabajo y teniendo presente el
fenotipo de los ratones deficientes en la expresion de esta proteina, con
efectos pleiotrépicos, proponemos que dichos efectos pudieran ser debidos
al papel de Rnd3 como regulador de estas funciones. Especialmente, los
problemas relacionados con el desarrollo del SNC en estos ratones sugieren
que Rnd3 puede estar implicado en la aparicion y/o progresién de
enfermedades neurodegenerativas, abriendo la puerta a nuevas areas de

investigacion para el futuro.
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Conclusiones

Rnd3 tiene un papel como regulador negativo sobre el proceso de

autofagia, participando en la etapa de maduracion del autofagosoma.
Rnd3 regula autofagia de manera dependiente de mTOR/Ulk

Rnd3 tiene un papel protector ante el tratamiento con FCCP, siendo
necesario para la funcién mitocondrial y por tanto para la homeostasis

mitocondrial.

En ausencia de Rnd3 las células presentan una disminucion de la
capacidad de producir energia en la mitocondria que se traduce en

una mayor dependencia del metabolismo glucolitico.

Todos estos resultados demuestran un nuevo papel de Rnd3 en la
regulacién de autofagia y en el mantenimeinto de la homeostasis
mitocondrial, lo que podria explicar alguno de los fenotipos

observados en el modelo de ratén deficiente en Rnd3.
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Conclusions

Rnd3 plays a role as a negative regulator in autophagy, affecting the

maturation of autophagosomes.
Rnd3 regulates autophagy through the mTOR/Ulk pathway.

Rnd3 protects against FCCP damage on mitochondria, therefore

being necessary for mitochondria function and homeostasis.

Cells lacking Rnd3 expression show a reduced capacity to
produce energy in mitochondria, leading to an increased

dependency on glycolysis

All these results reveal a new role for Rnd3 in autophagy and in
maintaining mitochondria homeostasis, what could explain some of

the phenotypes observed in mice lacking Rnd3 expression.
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