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Resumen del proyecto

Animales en hipoxia o anoxia requieren un mecanismo de obtención de energía sin oxígeno. Una adaptación bioquímica a la

hipoxia en algunos animales involucra una cadena de transporte de electrones mitocondrial (CTEM) alternativa, donde la

rodoquinona (RQ) sustituye a la ubiquinona (UQ) como transportador de electrones lipídico y el fumarato reemplaza al

oxígeno como aceptor final.

En C. elegans, nuestros resultados sugieren que la RQ no es esencial en las condiciones de hipoxia estudiadas, planteando

un posible rol adicional. Este gusano se enfrenta a altas concentraciones de sulfuro de hidrógeno (H2S) y bacterias

patógenas que producen cianuro de hidrógeno (HCN). Tanto el H2S como el HCN inhiben el complejo-IV de la CTEM canónica.

Por lo tanto, la RQ podría defender al gusano contra estos compuestos tóxicos. En este trabajo, observamos que estirpes

mutantes sin RQ no sobreviven con altas concentraciones de H2S y son más sensibles a Pseudomonas aeruginosa PAO1,

que produce HCN. Esto sugiere un nuevo rol de la RQ en la protección del organismo contra el envenenamiento.

Un mecanismo de eliminación del H2S conocido implica la CTEM y la enzima SQR (SQRD-1 en C. elegans), que oxida el H2S y

entrega electrones a la UQ. Proponemos que la RQ actúe como aceptor de electrones de la SQR y los ceda al fumarato por

la CTEM alternativa.

C. elegans tiene un gen homólogo a SQRD-1, Y9C9A.16, considerado previamente como pseudogen. Nuestros resultados

indican que Y9C9A.16 codifica una enzima relevante en la respuesta al H2S, y que SQRD-1 y Y9C9A.16 podrían actuar

secuencialmente.

Por último, determinamos que el gen rips-1 está involucrado en la respuesta al H2S, posiblemente como regulador negativo

de la proteína RHY-1 mediante metilación. Finalmente, con nuestros resultados y estudios previos, proponemos un modelo

de mecanismo molecular de respuesta del organismo en presencia de H2S.
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Introducción

Nota: aquí planteamos Antecedentes, abordaje y descripción tal como fueron explicitados en la propuesta original. 

En los helmintos, la principal forma de obtención de energía en hipoxia involucra una cadena de transporte de electrones

(CTE) mitocondrial alternativa a la canónica, en la cual la rodoquinona (RQ) es el componente clave y el fumarato el

aceptor final de electrones[1–3]. La RQ es el transportador alternativo de electrones en la CTE en hipoxia y difiere de la

ubiquinona (UQ) en un grupo sustituyente del anillo benzoquinona(Anexo-Fig.1). La presencia del grupo amino(RQ) en lugar

del grupo metoxi(UQ) afecta el potencial redox estándar de la quinona (RQ: -63 y UQ: +100 mV). Este potencial redox

permite que la RQ pueda ser reducida por el NADH (mediante el complejo-I) y reducir al fumarato (mediante el complejo-

II). Así, el complejo-II de la CTE funciona en la dirección contraria a la convencional[3,4](Anexo-Fig.1). Interesantemente,

en esta CTE abreviada, el complejo-I bombea H+ de la matriz mitocondrial al espacio intermembrana permitiendo acoplar

la síntesis de ATP al gradiente protomotriz(Anexo-Fig.1). 

La RQ está presente en bacterias, protistas y dentro de los animales se ha descrito en nematodos, platelmintos, moluscos

y anélidos[5]. En bacterias y protistas, pero no en helmintos, la RQ deriva de la UQ[6,7]. Recientemente demostramos que

la biosíntesis de RQ en C. elegans requiere precursores que derivan del catabolismo del triptófano a través de la vía de la

kinurenina(Anexo-Fig.2). En paralelo con otro grupo de investigación, se demostró que la enzima kinureninasa (KYNU-1) es

esencial para la síntesis de RQ, pero no de UQ[8,9]. KYNU-1 cataliza la formación de antranilato y 3-hidroxiantranilato a

partir de kinurenina y 3-hidroxikinurenina, respectivamente[10](Anexo-Fig.2). Más allá de la RQ, KYNU-1 es una enzima

clave de la vía de la kinurenina que conecta el metabolismo del triptófano con el del NAD[11] y está presente en animales

que no sintetizan RQ. El punto clave que permite que algunos linajes sinteticen RQ y otros no, se encuentra en el paso de

poliprenilación del precursor de las quinonas[12]. 

En la síntesis de UQ, el primer paso involucra a la polipreniltransferasa COQ-2, una proteína de membrana que cataliza la

adición del sustituyente poli-isoprenoide al ácido 4-hidroxibenzoico(Anexo-Fig.2). Recientemente, identificamos que sólo los

organismos que sintetizan RQ tienen dos isoformas de COQ-2 (COQ-2a y COQ-2e), las cuales derivan del splicing alternativo

de dos exones mutuamente excluyentes[12]. El exón específico de COQ-2e (exón 6e) sólo se encuentra en las especies que

sintetizan RQ. La estirpe de C.elegans mutante en dicho exón (de ahora en adelante referida como coq-2D6e) no sintetiza
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RQ y sí UQ; lo contrario ocurre con la estirpe mutante que carece del exón específico de COQ-2a (coq-2D6a)[12]. Así, estas

variantes de COQ-2 son la clave en la discriminación de la biosíntesis de RQ o UQ. 

En organismos que enfrentan condiciones de hipoxia o anoxia en alguna etapa de su ciclo de vida, por ejemplo helmintos

que habitan el intestino de un hospedero o moluscos, que quedan sumergidos en agua según las mareas, necesitan obtener

energía sin utilizar oxígeno y la RQ es crucial en estas condiciones[13]. A diferencia de los helmintos, C.elegans no enfrenta

condiciones de hipoxia obligadas durante su ciclo de vida. No obstante, se ha especulado que el estadio larva Dauer, de

resistencia a condiciones adversas, tiene un bajo consumo de oxígeno y no lo utilizaría como aceptor final de

electrones[14]. Esto plantea la pregunta clave de este proyecto: ¿Cuál es la función de la RQ en C.elegans? Es importante

señalar que este organismo puede encontrarse con bacterias patógenas, algunas de las cuales causan la muerte del

gusano mediante la generación de ácido cianhídrico (HCN) y sulfuro de hidrógeno (H2S), ambos compuestos inhibidores del

complejo-IV de la CTE[15,16]. En este contexto, nos preguntamos si una función de la RQ en C. elegans podría estar

vinculada a la defensa del organismo frente a HCN y H2S. Consistente con esta idea, la estirpe mutante coq-2D6e no puede

recuperarse luego de una exposición a concentraciones elevadas de HCN comparado con la estirpe silvestre[9]. Nuestros

resultados previos indican que este mutante es hipersensible al H2S a diferencia del organismo silvestre y del mutante

coq-2D6a (resultados no publicados, Anexo-Fig.3). Esto sugiere un posible rol de RQ en la protección del gusano por

envenenamiento con estos compuestos producidos por algunos patógenos como Pseudomonas aeruginosa. 

El H2S es una molécula producida endógenamente en células animales que a concentraciones fisiológicas tiene roles en la

señalización celular[17], por lo que concentraciones elevadas, además de inhibir la CTE canónica, desregulan su función en

la señalización[17,18]. El mecanismo esencial de detoxificación de H2S involucra su oxidación en la mitocondria.

Interesantemente, la primera enzima de esta vía es la sulfuro-quinona oxidorreductasa (SQR), que oxida el H2S y reduce la

UQ[19](Anexo-Fig.4A). Este mecanismo de transformación del H2S en compuestos menos tóxicos también favorece la

detoxificación de HCN. En C.elegans la metabolización de HCN involucra a la enzima CYSL-2 que cataliza la transformación

de HCN y cisteína en H2S y beta-cianoalanina(Anexo-Fig.4C). Si la SQR utilizara RQ en lugar de UQ, la detoxificación de H2S

y HCN sería más eficiente, ya que la CTE alternativa no es inhibida por dichos compuestos. 

En C. elegans, la respuesta al H2S está coordinada por dos vías de señalización celular: una que depende del factor de

transcripción inducible por hipoxia (HIF-1) y otra que depende del factor de transcripción SKN-1.La primera ha sido

descrita en detalle y se sabe que HIF-1 aumenta la expresión de SQR en respuesta a H2S. La vía de respuesta regulada por

SKN-1 no se comprende completamente, no obstante se propone como esencial a la proteína RHY-1. En la presente

propuesta se espera entender cabalmente en C.elegans la función del transportador RQ y sus mecanismos moleculares en

la defensa del organismo frente a compuestos naturales tóxicos y/o durante su estadio Dauer. La comprensión de estos

mecanismos en C. elegans podrían ser extrapolables a otros organismos, como los helmintos parásitos. Más globalmente,

otros organismos con RQ como anélidos marinos y moluscos habitan ambientes ricos en sulfuro, abriendo posibilidades de

repensar una nueva función clave de la RQ, quizás ancestral.

Descripción: El proyecto propone avanzar en el estudio del rol de la RQ en la detoxificación de H2S y HCN y en la defensa

del organismo frente a patógenos en C.elegans. Más allá de C.elegans, otros organismos que sintetizan RQ están expuestos

a este tipo de sustancias potencialmente tóxicas; por ejemplo, gusanos parásitos con estadios del ciclo de vida que habitan

en el intestino de sus hospederos mamíferos, ambientes con altas concentraciones de H2S debido a las bacterias de dichos

órganos[20]. Adicionalmente, algunos anélidos y moluscos también habitan en condiciones con alto sulfuro[21,22]. Por lo

tanto estudiar el rol de la RQ en la detoxificación aborda una nueva función para este transportador de electrones

conservado en linajes diversos. Diferentes estudios describen en detalle el mecanismo de detoxificación de H2S. Este

compuesto, generado endógenamente o proveniente del ambiente, es oxidado secuencialmente a sulfato en la mitocondria.

La primera enzima de esta vía es la sulfuro-quinona oxidorreductasa (SQR), que oxida al H2S y transfiere los electrones a

la ubiquinona (UQ) y la UQ reducida se vuelve a oxidar transfiriendo los electrones al complejo-III de la CTE[19](Anexo-

Fig.4A). Esta capacidad de detoxificar es limitada, ya que el H2S inhibe la CTE a nivel del complejo-IV. Nuestra hipótesis es

que la RQ funciona en la detoxificación de H2S como aceptor de electrones, catalizado por la SQR(Anexo-Fig.4B). La SQR

convencional oxida H2S y reduce UQ, usando FAD como cofactor. El potencial de reducción del FAD unido a SQR es,

aproximadamente, -123 mV[19], por lo tanto teóricamente es posible que se transfieran los electrones desde la SQR a la

RQ. La ventaja de usar RQ y no UQ en condiciones de alto H2S sería poder transferir los electrones desde RQ reducida al

fumarato, ya que la CTE convencional estaría inhibida por el H2S, y el potencial redox de la UQ no permite la reducción del

fumarato. Esta detoxificación del H2S permitiría además una detoxificación eficiente de HCN, ya que éste metabolito (y

cisteína) en C.elegans es convertido en H2S y beta-cianoalanina por la enzima CYSL-2(Anexo-Fig.4C). Por lo tanto, frente a

una intoxicación por HCN y H2S la RQ conferiría una ventaja. Para determinar si el rol de la RQ en la respuesta al H2S se

debe a una función dependiente o independiente de SQR, se generarán organismos dobles mutantes sin el exón 6e de coq-2

(coq-2D6e, estirpe que no sintetiza RQ) y sin el gen sqrd-1 y se evaluará la supervivencia en H2S. Existen varias
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estructuras cristalográficas de SQR de diferentes organismos, y en algunos casos con la UQ unida[23,24]. Estas

estructuras se utilizarán para analizar mediante modelos estructurales, generados por homología, la posible interacción

de la RQ en el sitio de unión de la UQ de la SQR cristalizada y en modelos de la SQR de C.elegans. La vía de señalización de

respuesta al H2S ha sido ampliamente estudiada en C.elegans y se ha demostrado que el factor de transcripción HIF-1 es

esencial en la respuesta al HCN y H2S[15]. HIF-1 es responsable de la expresión génica en respuesta a diferentes tipos de

estrés (hipoxia, H2S, HCN, ROS)[25,26]. La regulación de la actividad de HIF-1 involucra a la prolil-hidroxilasa EGL-9[27].

En condiciones normales, HIF-1 es hidroxilado por EGL-9 y marcado así para su degradación en el proteosoma. En

presencia de determinados agentes de estrés, EGL-9 se inactiva permitiendo así la translocación de HIF-1 al núcleo y la

regulación de la transcripción de sus genes blanco[27,28]. La exposición de gusanos a concentraciones de H2S no letales

activa HIF-1 resultando en la regulación de los genes de respuesta al H2S y esta activación involucra a la proteína CYSL-

1[15,29]. En C.elegans CYSL-1 es una proteína de transducción de señal; en presencia de H2S, CYSL-1 se une directamente a

EGL-9 resultando en la estabilización de HIF-1 y finalmente en la transcripción de los genes de respuesta al H2S[15,30],

entre los que se encuentra el gen que codifica para la SQR (en C.elegans sqrd-1)[15](Anexo-Fig.5). Está descrito otro

mecanismo de detoxificación de H2S independiente de HIF-1 y dependiente SKN-1. En C.elegans SKN-1 juega un rol

importante en la respuesta a patógenos, al estrés redox y a xenobióticos[31]. SKN-1 es regulado negativamente por la

proteína WDR-23. En condiciones normales, WDR-23 “marca” a SKN-1 para su degradación en proteosoma y en presencia

de estrés, WDR-23 se inactiva y SKN-1 regula la expresión de sus genes blanco de respuesta al estímulo recibido[17]. En

condiciones de H2S, SKN-1 aumenta la expresión de rhy-1. Si bien rhy-1 también es regulado por HIF-1, en base a

experimentos genéticos, se propone que RHY-1 es necesario y suficiente para la detoxificación de H2S independiente de

HIF-1 y SQR[17]. WDR-23 y EGL-9 son reguladores de las dos vías involucradas en la respuesta al H2S. Con la estirpe doble

mutante sqrd-1, coq-2D?6e, se evaluará la supervivencia en H2S interfiriendo la expresión de los genes wdr-23 y egl-9 de

forma independiente. La interferencia de la expresión de wdr-23 y egl-9 en la estirpe silvestre conduce a una mayor

resistencia al H2S dado la activación constitutiva de SKN-1 y HIF-1, respectivamente, y sólo la vía de HIF-1 induce la

expresión de la SQR[17]. Así, si la resistencia al H2S dada por la RQ es debida solamente a la SQR entonces sólo se

observará resistencia al H2S del doble mutante. En suma, se busca comprender la función de la RQ en C.elegans, hasta

ahora descrito con un rol esencial en la obtención de energía en hipoxia. Resultados previos, indican que la RQ no sería

esencial en hipoxia y anoxia, y sí en condiciones de H2S y HCN. Dado que H2S y HCN son producidos por patógenos de

C.elegans, la RQ podría ser clave en la respuesta a patógenos. En este contexto, se abordará el estudio del mecanismo por

el cual la RQ está cumpliendo esta nueva función de defensa a condiciones estresantes de H2S y HCN. Finalmente,

utilizando el mutante coq-2D6e, determinaremos si es esencial para el estadio Dauer, estadio que estaría sujeto a hipoxia.

Metodología/diseño del estudio

Se plantea la metodología/diseño de la propuesta original. Aspectos en lo que alguna metodología/diseño fue

incorporada/o o cambiada/o durante el curso del estudio lo incluimos, como NOTA.

Diseño de investigación y metodología: 

Como se describe en los antecedentes y descripción del proyecto, a partir de los resultados obtenidos con la estirpe de C.

elegans que no sintetiza rodoquinona (RQ) (estirpe coq-2(syb1721), referida como coq-2D6e) en presencia de sulfuro de

hidrógeno (H2S) y ácido cianhídrico (HCN)(Anexo-Fig.3), se propone un rol clave de la RQ en la metabolización de dichos

compuestos, disminuyendo así la toxicidad. Siguiendo en esta línea, se cuantificará RQ en la estirpe silvestre en presencia

y ausencia de H2S y HCN. Concentraciones de 1.5 mM de H2S durante 16 horas y 150 uM 15 horas en HCN[12] son letales

para gusanos que no sintetizan RQ (coq-2D6e), pero no para la estirpe silvestre, por lo tanto se utilizará dicha condición

para realizar estos experimentos. La detección de RQ se realizará en colaboración con la Dra. Jennifer Shepherd,

(Gonzaga University), quien tiene optimizada la detección de RQ y UQ por HPLC-MRM. La preparación y lisis de gusanos, y

la extracción de lípidos totales para la detección de quinonas se realizarán de acuerdo a procedimientos ya optimizados

incluyendo un estándar interno de UQ3 para la cuantificación precisa de RQ[8]. El cultivo de gusanos se realiza como se

indica en [32], brevemente los gusanos se crecen en placas de Petri con el medio NGM (Nematode growth media) y un

césped de bacterias Escherichia coli que se utiliza como alimento. En medio líquido los gusanos nadan y pueden cultivarse

agregando bacterias y suplementos al medio líquido. Con el objetivo de determinar el rol de la RQ en la defensa de C.

elegans frente a bacterias patógenas, se expondrá la estirpe silvestre y estirpe mutante coq-2D6e (que no sintetiza RQ) al

patógeno Pseudomonas aeruginosa PAO1. Dicho experimento se realizará siguiendo el protocolo ya optimizado en las

referencias [33,16]. NOTA: Este esperimento no se pudo reproducir. No obtuvimos los resultados esperados con la estirpe

silvestre. Por lo tanto se modificó el abordaje seguido. Esta actividad se realizó utilizando el WMcrotracker exponiendo los

gusanos de las distintas estirpes al cultivo de bacterias de P. aeruginosa PAO1. Como control se utilizó sólo el medio de

cultivo (KingB) y la bacteria E. coli OP50 crecida en el mismo medio de cultivo.
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El estudio del posible rol de la RQ recibiendo electrones provenientes del H2S a través de la enzima sulfuro-quinona

oxidorreductasa (SQR), se realizará mediante un abordaje genético haciendo uso de mutantes, disponibles en nuestro

laboratorio. Ha sido reportado que mutantes en el gen sqrd-1 (sqrd-1(tm3378), mutante con una deleción en el gen sqrd-1

que resulta en pérdida de función) mueren en presencia de bajas concentraciones de H2S (1.5 mM) [17,15,34]. Por otro lado,

la estirpe sqrd-1(tm3378) con interferencia de la expresión del gen egl-9 (sqrd-1(tm3378), ARNi_egl-9), en presencia de H2S

son más resistentes que el mutante sqrd-1(tm3378) sin interferir[15]. Esto indica que existe un mecanismo dependiente de

HIF-1 e independiente de SQR que detoxifica H2S. Se generará la estirpe doble mutante en sqrd-1 y coq-2D6e (sqrd-

1(tm3378), coq-2D6e), mediante el cruce de las estirpes mutantes simples antes mencionadas y se estudiará la

supervivencia de la misma en presencia de H2S. Utilizando concentraciones de H2S no letales para el mutante en sqrd-

1(tm3378), si la estirpe doble mutante es más sensible que el simple mutante, se puede inferir que la RQ estaría

participando en un mecanismo adicional a la SQR. Además se realizará la interferencia del gen egl-9 en la estirpe doble

mutante (sqrd-1(tm3378), coq-2D6e, ARNi_egl-9) y se evaluará la sensibilidad de dicho organismo en presencia de 1.5 mM

de H2S. Si el organismo sqrd-1(tm3378), coq-2D6e, ARNi_egl-9 frente a 1.5 mM de H2S se comporta igual que el simple

mutante interferido, indicaría que la RQ sólo participa en el mecanismo de detoxificación dependiente de HIF-1 y SQR. Como

se mencionó anteriormente, en C. elgans se ha descrito un mecanismo de detoxificación de H2S independiente de HIF-1 y

regulado por SKN-1. Para abordar un posible rol de la RQ en esta vía, se realizará un abordaje análogo al descrito en el

punto anterior. Horsman et. al 2019, describe que la interferencia del gen wdr-23 en la estirpe sqrd-1(tm3378), en

presencia de H2S son más resistentes que la estirpe sin interferir. Por lo tanto, se realizará la interferencia de wdr-23 en

la estirpe doble mutante sqrd-1(tm3378), coq-2D6e y se evaluará la supervivencia en H2S en comparación con el

organismo sqrd-1(tm3378) interferido. La interferencia por ARN se realizará mediante la alimentación de los gusanos con

bacterias (E. coli HT115) que expresan el ARN doble hebra de la secuencia blanco de interés. Existe una biblioteca con

bacterias E. coli HT115 para la interferencia de la mayoría de los genes de C. elegans disponibles para toda la comunidad

científica. Se solicitará las clonas para la interferencia de egl-9 y wdr-23. Las estirpes serán examinadas frente a H2S en

un formato de ensayo en placa de 96 pocillos, utilizando el equipo WMicrotracker ONE (Phylumtech), que cuantifica el

movimiento de los gusanos en medio líquido por el tiempo deseado[35]. Como se mencionó anteriormente, los gusanos en

medio líquido nadan, y la disminución de la movilidad se correlaciona con la muerte de los mismos y luego la mortalidad se

corrobora mediante la observación bajo la lupa. 

NOTA: las actividades de interferencia de los genes wdr-23 y egl-9 sobre los organismos simples mutantes y doble

mutante se desestimó. En la sección Actividades y Objetivos, se detalla la justificación. Brevemente, el resultado obtenido

con la estirpe mutante en SQRD-1 en presencia de sulfuro no fue análoga a la reportada previamente. La estirpe mutante

es mas sensible que la estirpe silvestre, pero recupera el movimiento cuando el sulfuro disminuye. Adicionalmente, por

análisis de secuencia encontramos la existencia de una presunta segunda SQR (que nosotros nos referimos como SQRD-2).

Adicionalmente, se describió un nuevo gen que podría estar vinculado en la vía de respuesta al sulfuro que involucra a RHY-

1, rips-1. Por lo tanto, se resolvió estudiar el rol de estos genes “nuevos” en la respuesta al sulfuro. La metodología fue la

misma que anteriormente (cuantificación de motilidad con WMicrotracker).

En paralelo con los estudios genéticos, se realizará el modelado de la SQR con la RQ utilizando estructuras

cristalográficas de la SQR de diferentes organismos con alta similitud con la SQRD-1 de C. elegans. La posibilidad de que la

SQR acepte RQ como sustrato puede estudiarse estimando la afinidad con metodologías de docking y dinámica molecular.

Esta aproximación permitiría también localizar aquellos residuos involucrados en la interacción con la quinona y estudiar

posibles diferencias entre organismos capaces de producir RQ y aquellos que sólo cuentan con UQ. Para estos estudios

estructurales in silico de la SQR de C. elegans, con RQ como sustrato, se plantea la generación de modelos por homología a

partir de las estructuras de SQR depositadas en PDB, utilizando Modeller[36], i-Tasser[37], Phyre2[38], MOE[39], y Swiss-

Model[40]. La calidad de los modelos generados será evaluada mediante inspección visual y utilizando herramientas

computacionales (ProCheck[41], MolProbity[42], QMean[43]). Aquellos modelos satisfactorios serán seleccionados en la

etapa de docking molecular, utilizando un protocolo previamente validado para reproducir las poses cristalográficas de

las quinonas co-cristalizadas con SQR disponibles. Los complejos SQR-quinona generados serán sometidos a corridas de

dinámica molecular para verificar su estabilidad. NOTA: También se realizó este estudio utilizando la secuencia de la

SQRD-2 (Y9C9A.16). En el caso de confirmarse que la RQ participe en la detoxificación de H2S con la SQR, se abordará la

puesta a punto de ensayos para medir la actividad enzimática SQR. Hay varios protocolos para medir dicha actividad

utilizando a la UQ y H2S como aceptor y dador de electrones, respectivamente. Inicialmente planteamos medir esta

actividad utilizando extractos mitocondriales de la estirpe mutante coq-2D6e y la estirpe silvestre. Cabe resaltar que es un

procedimiento que no tenemos puesto a punto en el laboratorio, y que la obtención de grandes cantidades de mitocondrias

no es sencilla. Además, la realización de estos experimentos utilizando la enzima recombinante no son simples: se trata

de una enzima de membrana y no se comercializa RQ, que sería necesaria para el ensayo enzimático. Dado el relevante
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rol de HIF-1 y SKN-1 en la respuesta a H2S y el amplio número de genes blanco cuya expresión regulan, se evaluará si la

expresión del gen coq-2 es regulada por alguno o ambos factores de transcripción. Mediante RT-PCR cuantitativa se

cuantificará las isoformas de coq-2 en mutantes con ganancia de función de skn-1 y hif-1 (mutantes con SKN-1 y HIF-1

activos constitutivamente). Por último, para terminar de esclarecer un posible rol de RQ frente a baja tensión de oxígeno

en C. elegans, proponemos estudiar la larva Dauer en la estirpe que no sintetiza RQ (coq-2D6e). La larva Dauer es un

estadio de resistencia en el cual el organismo puede permanecer durante meses interrumpiendo el desarrollo. El ciclo de

vida de C. elegans posee 4 estadios larvarios y el adulto, y en determinadas condiciones estresantes (por ejemplo alta

temperatura o falta de comida) la larva L1 ingresa en el estadio de larva Dauer en el cual el animal no se alimenta, la

cutícula se vuelve más impermeable y el consumo de oxígeno disminuye[14]. Como se describió antes, la estirpe coq-2D6e

en hipoxia y anoxia se comporta igual que la estirpe silvestre. Estos experimentos se realizaron utilizando adultos y

larvas excepto Dauer. Para determinar si la estirpe coq-2D6e en condiciones estresantes muda a Dauer y sobrevive, se

aislarán estas larvas de placas con al menos 8 días sin comida y luego se analizará la salida del estadio (con presencia

de alimento) a diferentes periodos de tiempo. El aislamiento de este estadio involucra un procedimiento utilizando una

solución con 1% de SDS[44]. Estas actividades se realizarán en el marco de una pasantía en el laboratorio de la Dra.

Andrea Calixto, cuya línea de investigación principal involucra el trabajo con Dauer. Más allá del estudio específico del rol

de la RQ en Dauer, consideramos importante adquirir experiencia en el manejo de este estadio que requiere condiciones

ambientales y manipulación muy precisa. NOTA: En lugar de utilizar la estirpe mutante coq-2D6e, se utilizó la estirpe

mutante kynu-1(tm4924), la cual no sintetiza RQ, y su comportamiento es igual al coq-2D6e en condiciones de hipoxia y

anoxia. El estadio de larva Dauer se estudió utilizando los mutantes en daf-7 y daf-2 y generando los dobles mutantes daf-

7(e1372);kynu-1(tm4924) y daf-2(e1368);kynu-1(tm4924). Dichas estirpes se evaluaron respecto a su resistencia a SDS 1% y

se cuantificó los lípidos mediante tinción con Oil Red O. Esta pasantía se realizó en el laboratorio del Dr Daniel Hochbaum

(en la universidad de Maimónides), quien dirige un laboratorio que se centra en el estudio de diversos aspectos del

desarrollo en la larva Dauer.

Resultados, análisis y discusión

C. elegans posee dos SQR: SQRD-1 y SQRD-2. Tanto SQRD-1 como SQRD-2 tienen un rol en la respuesta al H2S.

Mediante análisis de secuencias, adicionalmente a la SQRD-1, encontramos otro gen de C. elegans (Y9C9A.16) con alta

homología con la SQR de humanos (sqrd-2 de ahora en adelante). Este segundo gen, fue previamente descrito como un

pseudogen y sin función relacionada al H2S. 

Estirpes mutantes en sqrd-1 y sqrd-2 se expusieron a distintas concentraciones de H2S en medio líquido y se cuantificó la

motilidad de los gusanos. Como resultado se obtuvo que la estirpe mutante sqrd-1(tm3378) inicialmente disminuye su

motilidad al igual que la estirpe silvestre, sin embargo, la recuperación de la motilidad cuando la concentración de H2S

disminuye es más lenta que en la estirpe silvestre(Figura 1a). Finalmente alcanza el nivel de motilidad inicial, al igual que

la estirpe silvestre. Por otro lado, la estirpe mutante en sqrd-2, tempranamente disminuye su motilidad a niveles menores

que la estirpe silvestre y luego se recupera de forma similar al silvestre(Figura 1b). 

Los resultados obtenidos indican que, además de la SQRD-1 previamente descrita, también la SQRD-2 está involucrada en

la respuesta del organismo al H2S, y se puede proponer que la relevancia de estas en los distintos momentos de contacto

con el H2S no es igual. Los resultados sugieren que la SQRD-2 tiene un rol más relevante en un primer contacto con la

condición estresante. La SQRD-1 en tanto, parece tener un rol más relevante a tiempos más posteriores (concretamente

luego de 160-180 min en H2S). 

Determinación de la variación de concentración de H2S en solución en función del tiempo, en el sistema utilizado.

Dado que el WMicrotracker es un sistema abierto, la concentración de H2S en solución disminuye con el tiempo. Por lo

tanto, medimos la concentración de H2S en solución durante el curso temporal de los experimentos y determinamos que la

concentración disminuye desde 0.5 mM a 0 mM en 2 horas, y desde 1.5 mM a 0 mM en 3 horas(Figura 2a-b).

Análisis in silico sugieren que la RQ y la UQ se unen con similar afinidad a SQRD-1 y a SQRD-2 en C. elegans.

Se realizó el modelado de SQRD-1 y de SQRD-2 de C. elegans utilizando como molde la estructura hsSQR (PDB id:6oib/6oic).

Se realizó el redocking de la UQ en el cristal 6oib. Como el cristal incluye la UQ, se comparó la pose predicha con la

experimental usando como medida el RMSD (parámetro de distancia geométrica). En este, se espera que el docking haga

caer el ligando a menos de 2 Ángstrom de RMSD de la pose experimental y como resultado se obtuvo un valor de 0.14

Ángstrom.

Se realizó la estimación de la afinidad de las dos quinonas por el sitio de unión de SQRD-1 y de SQRD-2. En estos

experimentos, se determinó que las interacciones más importantes de los aminoácidos del sitio de unión de la proteína son

con los C1 y C4 del anillo aromático de las quinonas (grupos carbonilo (forma oxidada), grupos hidroxilo (forma reducida)) y

entre el anillo de las quinonas y una Alanina del sitio activo de la proteína. No se observó que el sustituyente que difiere
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entre las quinonas (amino(RQ) y metoxi(UQ)) tenga una interacción clara en el sitio activo, lo cual sugiere que ambos

sustratos puedan aceptarse en ambas SQRs.

La RQ es esencial para la supervivencia en H2S.

Dado que KYNU-1 es esencial para la síntesis de RQ, analizamos el mutante con pérdida de función kynu-1(tm4924) en

respuesta al H2S. Esta estirpe fue significativamente más sensible al H2S, comparado con la estirpe silvestre; este

mutante reduce su motilidad en comparación el silvestre (Figura 4a-b). Es importante destacar, que casi ningún gusano

kynu-1(tm4924) sobrevive luego de 180 minutos en H2S, mientras que la mayoría de los gusanos silvestres estaban vivos en

las mismas condiciones. Por otro lado, el mutante nulo clk-1(qm30), que no sintetiza UQ, fue más sensible que la estirpe

silvestre, sin embargo, a diferencia del mutante kynu-1(tm4924), cuando la concentración de H2S disminuye, la motilidad de

clk-1(qm30) se recupera al igual que lo hace la estirpe silvestre (Figura 4a-b). Estos resultados indican que la RQ es más

importante que la UQ para la respuesta al H2S. Resultados análogos fueron obtenidos con las estirpes mutantes en las

isoformas de COQ-2 (COQ-2A y COQ-2E). La estirpe mutante con una deleción en el exón 6e ((coq-2?6e), un exón esencial

para la síntesis de RQ) es más sensible al H2S que la estirpe silvestre y que la estirpe mutante en la isoforma COQ-2a

((coq-2?6a) deficiente en UQ).

Luego analizamos la estirpe mutante en el gen kynu-1 en presencia de una atmosfera de H2S por 20 horas y cuantificamos

el número de progenie por gusano. Como resultado se obtuvo que en presencia de H2S, el mutante kynu-1(tm4924) tiene un

menor número de progenie que la estirpe silvestre la cual no se ve afectada por el H2S (Figura 5a-b). Adicionalmente, la

expresión del alelo silvestre de kynu-1 en la estirpe mutante kynu-1(tm4324) restaura el número de progenie en H2S,

confirmando así el rol de KYNU-1 en la respuesta al H2S. 

La RQ está involucrada en la respuesta del organismo a la bacteria patógena P. aeruginosa PAO1

En su ambiente natural, C. elegans se encuentra con altas concentraciones de H2S y HCN. Estos metabolitos pueden ser

producidos por bacterias y ambos son inhibidores de la CTEM canónica, a nivel del complejo IV. La detoxificación de HCN

en C. elegans involucre a la cianoalanina sintasa CYSL-2, la cual cataliza la conversión de HCN y cisteína en H2S y

cianoalanina. De esta manera, CYSL-2 asimila el HCN producido por bacterias y media la resistencia del gusano a la

infección. Por lo tanto, el uso de la RQ en el metabolismo del H2S también conferiría una ventaja en la respuesta del

organismo a HCN y a la intoxicación por bacterias productoras de HCN. De hecho, el rol de la RQ en el metabolismo del

HCN ya ha sido demostrado previamente. Por lo tanto, estudiamos las estirpes deficientes en RQ en respuesta a P.

aeruginosa PAO1, una estirpe bacteriana que paraliza y mata al gusano mediante la producción de HCN(mecanismo

denominado fast killing). Como resultado observamos una tendencia de la estirpe kynu-1(tm4924) a ser más sensible a la

bacteria patógena que la estirpe silvestre (Figure 6a). Por otro lado, la estirpe mutante clk-1(qm30) se comporta de

manera similar a la estirpe silvestre en las mismas condiciones (Figure 6b). Finalmente, si la exposición a la bacteria

continua, la motilidad disminuye para todas las estirpes; esto indica que hay otro mecanismo involucrado, posiblemente el

mecanismo conocido como slow killing (diferente fast killing por HCN) en el cual el gusano muere por infección bacteriana.

Resultados análogos se obtuvo con los mutantes en las isoformas de COQ-2; coq-2?6e fue más sensible a la bacteria PAO1

que las estirpes silvestre y coq-2?6a. Cabe mencionar que no hubo diferencias entre las estirpes de gusanos en presencia

de la bacteria Escherichia coli OP50 (bacteria alimento del gusano) (Figura 7a-b). Estos resultados sugieren un rol de la RQ

en la respuesta del organismo a la bacteria productora de HCN.

La RQ no cumple un rol en la respuesta a un estrés oxidante (paraquat) a diferencia de la UQ.

Actualmente aun es un tema de debate si el H2S genera un estrés oxidativo o un estrés reductor. Al mismo tiempo, hay un

consenso respecto al rol antioxidante de la UQ. Por lo tanto, con el objetivo de estudiar un posible rol de la RQ en respuesta

al estrés oxidativo, y conocer si RQ puede sustituir en todas las funciones a UQ, se estudió la respuesta de los mutantes

deficientes en RQ en presencia de paraquat. Como era esperado, el mutante deficiente en UQ (clk-1(qm30)) resultó ser más

sensible al paraquat que el silvestre. Sin embargo, los mutantes deficientes en RQ se comportaron de manera similar que

la estirpe silvestre (Figura 8), sugiriendo que la RQ no estaría cumpliendo un rol en la defensa del organismo contra un

estrés oxidante y que no todas las funciones relacionadas con la UQ pueden ser sustituidas con la RQ.

El estudio del rol de la RQ en presencia al DTT (estrés reductor), queda planteado como perspectiva.

La síntesis de RQ no aumenta en presencia de H2S o de HCN.

Para determinar si la síntesis de RQ es regulada en respuesta a los estímulos H2S o de HCN, se expusieron gusanos de la

estirpe silvestre a concentraciones no letales de H2S o de HCN y se realizó una extracción de lípidos y cuantificación de RQ

y UQ. Como resultado no se observó diferencias en la cantidad de quinonas entre los gusanos expuestos a H2S o HCN en

comparación con las condiciones sin estresante (Figura 9a-b). Una posible explicación es que el nivel constitutivo de RQ ya

haya sido evolutivamente optimizado para la detoxificación de H2S o HCN y que no sea necesaria la inducción de su

síntesis, sino la de las proteínas que hacen uso de RQ, como la SQRD-1.

RHY-1 y RIPS-1 están involucrados en la respuesta al H2S y sus funciones tienen impacto en el fenotipo de motilidad a
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diferentes tiempos de exposición al estrés. 

Recientemente se identificó que el gen R08E5.3, está involucrado en la respuesta de C. elegans a compuestos reductores

como por ejemplo el DTT y el beta-mercaptoetanol. Este gen codifica para una presunta metil-trasferasa. Como se

menciona anteriormente, aún está en debate si el H2S genera un estrés reductor o un estrés oxidativo. En este marco, el

gen R08E5.3 podría tener un rol relevante en respuesta al H2S. Paralelamente a las publicaciones antes referidas, otro

grupo de investigación de forma independiente nombra al gen R08E5.3 como rips-1 (RHY-1-Interacting Protein in response to

Sulfide). RHY-1 es una proteína vinculada a la respuesta al H2S en C. elegans: i) por un lado, se describe a RHY-1 como un

regulador negativo del factor HIF-1 (RHY-1 regula negativamente a CYSL-1, y CYSL-1 en presencia de H2S favorece la

activación de HIF-1 y el aumento de expresión de sus genes blanco, entre ellos la sqrd-1). ii) Por otro lado, RHY-1 participa

en una vía alternativa de eliminación de H2S, independiente de HIF-1, en la cual se propone que en condiciones de H2S, el

factor de transcripción SKN-1 aumenta la expresión de rhy-1, y este último es necesario y suficiente para la eliminación de

H2S. 

En este contexto, entendimos relevante e interesante el estudio de RIPS-1 y RHY-1 en la respuesta al H2S. Como resultado

de la exposición a diferentes concentraciones de la estirpe mutante en rips-1 (rips-1(tm7111)) se observó que fueron más

sensibles que la estirpe silvestre (Figura 10a-b). 

Por otro lado, también evaluamos la respuesta de la estirpe mutante en rhy-1(ok1402) en condiciones de H2S. A diferencia

de lo que ocurre en rips-1, y de manera similar a lo observado en el mutante en sqrd-2, en presencia de H2S la motilidad

del mutante en rhy-1 cae significativamente más rápido que la estirpe silvestre, pero también se recupera hasta el nivel

inicial más rápido que el silvestre (Figura 10c-d). Este resultado sugiere que RHY-1 tendría roles diferentes en distintos

momentos de exposición al H2S: inicialmente es relevante para la resistencia del gusano al H2S y luego de aprox. 100

minutos en H2S, funcionaría como un regulador negativo del mecanismo de resistencia al H2S (esto explica que la estirpe

silvestre, la cual tiene a RHY-1, demora más en recuperar la motilidad que el organismo deficiente en RHY-1).

La síntesis de quinonas no cambia en los mutantes en rhy-1 y rips-1.

Con el objetivo de determinar un posible rol de rhy-1 y rips-1 en la biosíntesis de la RQ y UQ, realizamos extracción de

lípidos totales de los mutantes rhy-1(ok1402) y rips-1(tm7111) y se cuantificaron las quinonas. Como resultado no se observó

un cambio significativo de cantidad de quinonas en los mutantes comparado con la estirpe silvestre (Figura 11). Estos

resultados indican que ninguno de los dos genes tiene un rol directo en la cantidad de las quinonas en extractos de

gusanos.

Conclusiones y recomendaciones

La conclusiones más importantes del presente proyecto se expresaron en la sección de resultados, análisis y discusión;

son los subtítulos de cada sección de resultados. 

Enumeración de conclusiones:

1- C. elegans posee dos SQR: SQRD-1 y SQRD-2. Tanto SQRD-1 como SQRD-2 tienen un rol en la respuesta al H2S.

Hay dos puntos importantes en los resultados obtenidos: 1) indican que sqrd-2 no sería un pseudogen, sino que codificaría

para una enzima relevante en la respuesta a H2S, y 2) SQRD-1 y SQRD-2 podrían actuar secuencialmente en el tiempo.

2- Análisis in silico sugieren que la rodoquinona (RQ) y la ubiquinona (UQ) se unen con similar afinidad a SQRD-1 y a SQRD-2

en C. elegans.

A pesar de que el score de docking no es ideal para calcular la afinidad, por impreciso, se observa que no hay diferencias

importantes entre una quinona y la otra y ninguna de las dos tienen un impedimento evidente para acomodarse en el sitio

activo, tanto de SQRD-1 como de SQRD-2.

3- La RQ es esencial para la supervivencia en H2S.

Nuestros resultados indican que la RQ es requerida para la respuesta del organismo al “ahogo” por H2S, en tanto en esta

respuesta la UQ no tiene la misma relevancia. En otras palabras, sin RQ los gusanos son mucho más sensibles al H2S que

sin UQ.

4- La RQ está involucrada en la respuesta del organismo a la bacteria patógena Pseudomonas aeruginosa PAO1

productora de HCN.

5- La RQ no cumple un rol en la respuesta a un estrés oxidante (paraquat) a diferencia de la UQ, y por lo tanto no puede

sustituir a la UQ en todas sus funciones.

6- La síntesis de RQ no aumenta en presencia de H2S o de HCN. RHY-1 y RIPS-1 están involucrados en la respuesta al H2S y

sus funciones tienen impacto en el fenotipo de motilidad a diferentes tiempos de exposición al estrés. 

7- La síntesis de RQ y UQ no cambia en los mutantes en los genes en rhy-1 y rips-1.
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