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RESUMEN

La agregacion del péptido B-amiloide (AB) en oligdmeros y agregados fibrilares es uno de los
procesos patoldgicos principales de la enfermedad de Alzheimer (EA). Previamente, se observo
que tres variantes del péptido AP con las sustituciones puntuales A30W, K28A, y M35C,
respectivamente, son menos toxicas, tienen menor tendencia a agregarse y pueden inhibir la
formacion de agregados in vitro del péptido AP wildtype. Por lo tanto, en este trabajo se buscod
evaluar el efecto de las tres variantes en un modelo in vivo. El nematodo de vida libre
Caenorhabditis elegans se utiliza ampliamente como modelo de la EA, ya que es posible inducir
la patologia amiloide mediante la expresion del péptido A humano. Para el tratamiento de C.
elegans, los péptidos se expresaron en Escherichia coli, y se utiliz6 la bacteria transformada como
alimento a los nematodos. Se utilizaron las cepas CL2006 con expresion constitutiva de AP en
tejido muscular, y la cepa CL4176 con expresion inducible por temperatura de A muscular. La
exposicion a los péptidos aumento el tiempo de vida de nemétodos CL2006, mientras que el péptido
WT redujo la viabilidad. En particular, el péptido A30W también prolonga la vida de nematodos
control, sugiriendo un efecto sobre el envejecimiento. Por su parte, en los nematodos CL4176,
unicamente los péptidos M35C y WT lograron retrasar el establecimiento de la paralisis,
independientemente de la induccion del estrés oxidativo. Adicionalmente, se observo que la
expresion de AP en los nematodos CL4176 reduce la sefalizacion de calcio, la cual no pudo
restaurarse mediante los tratamientos. Estos resultados mostraron que los péptidos A30W, K28A
y M35C pueden proteger a C. elegans frente a la toxicidad de AP mediante la reduccion de los
agregados fibrilares, la alteracion del proceso de envejecimiento o la interaccién con oligdmeros.
Ademas, las variantes son capaces de alterar la autofagia y el flujo de calcio de nematodos control.
En general, las observaciones sugieren que las sustituciones A30W, K28A y M35C podrian

aplicarse en el desarrollo de tratamientos para la EA.



ABSTRACT

Aggregation of amyloid beta peptide (AP) into toxic oligomers and fibrils is one of the major events
that drives Alzheimer’s disease pathology. It was previously observed that three AB variants with
the amino acid substitutions A30W, K28A, and M35C display reduced cytotoxicity and
aggregation, and decrease the formation of AP wild-type (WT) aggregates. Caenorhabditis elegans
has been widely used as a model for AD, as expression of human AP in muscle cells induces
amyloid pathology in the nematode. In this study, the Ap WT peptide and the A30W, K28A, and
M35C variants were expressed in E. coli and fed to C. elegans. The CL2006 strain with constitutive
expression of muscular AP, which led to the formation of fibrillar aggregates, was used. In these
worms, the three variants increased lifespan, whereas the WT peptide reduced viability.
Interestingly, the A30W variant also increased the longevity of the control strain CL802. In the
temperature-sensitive strain CL4176, only M35C and WT delayed the onset of paralysis, a
phenotype related to the formation of toxic oligomers. This effect was independent of oxidative
stress, as only K28A treatment reduced the induction of reactive oxygen species (ROS), whereas
A30W increased ROS. Additionally, it was observed that AP expression in CL4176 reduced the
calcium signal, which our treatments couldn’t restore. Results show that the A30W, K28A, and
M35C variants can protect C. elegans by reducing AP fibrillar aggregates, altering aging, or
targeting oligomers. Moreover, the substitutions altered calcium flux and autophagy in control
worms. Overall, this suggests that the amino acid substitutions A30W, K28A, and M35C in the

peptide could be used to develop treatments for Alzheimer’s disease.



1. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo e irreversible,
reconocido como la principal causa de demencia senil a nivel mundial. En general, la
sintomatologia de la EA se caracteriza por una pérdida progresiva de la memoria, con la aparicion
gradual de deficiencias cognitivas, de lenguaje y visoespaciales. De acuerdo con su neuropatologia,
la presentacion de los sintomas estd asociada a la neurodegeneracion en areas especificas del
cerebro, por lo que aparecen en etapas avanzadas de la enfermedad (Association, Alzheimer. Thies,
W. and Bleiler, 2013). En una evaluacién microscépica del cerebro se detectan placas amiloides
extracelulares y ovillos neurofibrilares intracelulares, ambos considerados biomarcadores y
lesiones mas caracteristicas de la EA, cuya presencia es necesaria para el diagndstico definitivo de
la enfermedad (Deture & Dickson, 2019). Especificamente, las placas amiloides estan formadas
por agregados fibrilares del péptido B-amiloide (Ap), que se origina del procesamiento proteolitico
de la proteina APP (Rak et al., 2007). La patogenicidad de AP parece derivarse de una “ganancia
de funcion toxica”, en la que los mondémeros del péptido forman agregados que pierden sus
funciones fisioldgicas y generan toxicidad. En este contexto, se ha observado que los oligobmeros
solubles del péptido actian como los principales agentes patologicos, mientras que los agregados

insolubles podrian servir como reservorios de oligdbmeros bioactivos (Bi & Daggett, 2018).

En general, los mecanismos de toxicidad del péptido AP incluyen la desestabilizacion de
membranas y la induccion de estrés oxidativo mediante la produccién de especies reactivas de
oxigeno (Reiss et al., 2018). Actualmente, no existe ningun tratamiento efectivo para la EA y los
farmacos probados hasta el momento han mostrado escasa mejoria cognitiva y no han logrado
alterar la progresion de la enfermedad, ademdas de estar asociados a la aparicion de efectos
secundarios graves (P. P. Liu et al., 2019). Por lo anterior, el disefio de mutantes de A} para su uso
como inhibidores de la agregacion del péptido ha surgido como una alternativa, ya que ofrece la
posibilidad de una accidn especifica, con baja toxicidad y efectos clinicos significativos (Estrada

& Soto, 2006)

Se ha demostrado que las mutaciones puntuales M35C, A30W y K28A, las cuales se localizan en
regiones clave en la secuencia aminoacidica para la agregacion e induccion de toxicidad del péptido

AP, resultan en una reduccion en la citotoxicidad y una disminucion de la induccion de estrés

3



oxidativo in vitro en comparacion con el péptido AP wildtype (WT) (Dai et al., 2007; Estrada &
Soto, 2006; Yoshiike et al., 2007). Adicionalmente, una co-incubacién demostré que las mutantes
podian desorganizar agregados WT preformados e impedir su agregacion de novo (Estrada-

Rodriguez et al., 2019).

Por otro lado, el nematodo de vida libre Caenorhabditis elegans es un organismo modelo
ampliamente utilizado para el estudio de enfermedades neurodegenerativas y para el tamizaje de
moléculas exdgenas con posible actividad terapéutica (Kaletta & Hengartner, 2006). Por lo tanto,
en este trabajo se buscd confirmar los efectos protectores de los péptidos mutantes A30W, K28A
y M35C frente a la toxicidad del péptido Ap WT en C. elegans y determinar algunos de los posibles

mecanismos implicados en dicha proteccion.



2. ANTECEDENTES

2.1 La enfermedad de Alzheimer

La demencia es un término general que describe una pérdida de habilidades cognitivas que afecta
las funciones sociales y ocupacionales, y disminuye la calidad de vida de quien las padece
(Arvanitakis et al., 2019). Se estima que alrededor de 57 millones de personas viven con demencia,
cifra que podria alcanzar los 153 millones en el 2050 (Livingston, et al, 2024). En M¢xico,
aproximadamente 1.3 millones de personas padecen demencia y se espera un nimero de hasta 3.5
millones para el afio 2050 (Gutiérrez-Robledo & Arrieta-Cruz, 2015). El desarrollo de la demencia
puede deberse a distintas enfermedades o a una lesion cerebral, sin embargo, del 60 al 80% de los
casos se asocian a la enfermedad de Alzheimer (EA), un desorden neurodegenerativo progresivo e

irreversible (Association, Alzheimer. Thies, W. and Bleiler, 2013).

La EA es un trastorno neurodegenerativo progresivo e irreversible. Usualmente, se presenta con
pérdida de memoria episodica, es decir, de la capacidad de recordar y retener experiencias
personales recientes. También, se presentan otras deficiencias cognitivas, como problemas de
atencion y razonamiento, ademas de alteraciones del lenguaje y visoespaciales, y cambios en el
estado de &nimo y el comportamiento (Atri, 2019; Perera Molligoda Arachchige et al., 2026). Esta
sintomatologia se asocia a la muerte neuronal que se inicia en el tallo cerebral y se extiende hacia
la corteza entorrinal, las regiones del sistema limbico, como el hipocampo y la amigdala, e incluso
hacia estructuras corticales. De forma macroscopica se observa una atrofia cortical moderada, un
agrandamiento de los cuernos frontales y temporales de los ventriculos laterales y una disminucion
del peso del cerebro (Deture & Dickson, 2019; Thal et al., 2025). En una observacién microscopica,
la neurodegeneracion en estas zonas se acompana de la aparicion de agregados proteicos. En el
espacio extracelular se observan placas amiloides formadas por la deposicién del péptido B-
amiloide (AP), mientras que en el espacio intracelular se observan ovillos neurofibrilares
compuestos por proteina tau anormalmente hiperfosforilada. La presencia de ambos tipos de
agregados es necesaria para el diagnostico de la EA, y su aparicion precede la presentacion de los

sintomas hasta por 20 afios (Deture & Dickson, 2019).

El riesgo de desarrollar la EA aumenta con la edad. La enfermedad afecta tipicamente a adultos a

partir de los 65 afios. Desde esta edad, el riesgo se duplica cada 5 afios, hasta alcanzar el 50% a los
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85 afos. Otros factores no modificables que aumentan el riesgo de la EA incluyen los antecedentes
familiares, el sindrome de Down y la presencia de variantes genéticas especificas. Por otro lado,
entre los factores adquiridos que incrementan el riesgo se encuentran las enfermedades
metabolicas, como la obesidad y la diabetes, las lesiones cerebrales, la depresion, la poca actividad
fisica y la baja reserva cognitiva (A. Armstrong, 2019; Atri, 2019). La EA afecta particularmente
a las mujeres, pues representan dos de cada tres pacientes diagnosticados. Esta vulnerabilidad
parece estar asociada tanto a factores bioldgicos, como las hormonas y el metabolismo, como a
factores sociales, incluyendo la diferencia en el acceso a la educacion. Sin embargo, atin falta mas

investigacion para entender y atender esta disparidad de género (Lopez-Lee et al., 2024).

2.2 Etiologia del Alzheimer

Desde su primera descripcion en 1907 por el médico aleman Alois Alzheimer, se ha buscado
comprender la causa de la EA. Inicialmente, surgié la hipdtesis colinérgica a partir de la
observacion de una pérdida de la sefializacion de acetilcolina en areas afectadas del cerebro desde
etapas tempranas de la enfermedad. Ademas, esta disfuncion colinérgica se correlaciona con el
grado de deterioro cognitivo (Francis et al, 1999). Sin embargo, otros sistemas de
neurotransmisores también se encuentran desregulados durante la patologia, incluidos los
glutamatérgico y serotoninérgico, lo que descarta que la patologia se deba a la pérdida de un solo
tipo de sefializacion. A su vez, las terapias basadas en alguno de estos neurotransmisores han
demostrado una mejora escasa o nula en la cognicion de los pacientes con la EA (Scarano et al.,

2025).

El estudio de las variantes genéticas asociadas a la EA familiar ha sido uno de los principales focos
de investigacion para esclarecer su etiologia. La EA familiar es una forma de inicio temprano de la
enfermedad, heredada de forma autosdmica dominante, que representa el 5% del total de casos. Su
aparicion se relaciona principalmente con mutaciones en los genes PSENI, PSEN2 y APP. El gen
APP codifica la proteina precursora de $-amiloide (APP), mientras que los genes PSEN1 y PSEN2
codifican las presinilinas 1 y 2. Estas tres proteinas forman parte de la via que conduce a la
produccion del péptido AP (Barber, 2012). Por su parte, las personas que acarrean el alelo €4 del
gen APOE, presentan un incremento significativo en el riesgo de desarrollar la forma méas comun

de la enfermedad, la EA esporadica de inicio tardio. La lipoproteina codificada por el gen APOE



tiene la capacidad de unir proteinas amiloides incluyendo el péptido AP, y la presencia del alelo €4
lleva a un mayor niimero de placas amiloides en el cerebro de los pacientes (C. C. Liu et al., 2013).
Una forma adicional de la EA es la observada en el sindrome de Down. El gen APP se localiza en
el cromosoma 21, por lo que la copia extra provoca un aumento patologico de la cantidad de la

proteina y del péptido AP (Bertram et al., 2010; Piaceri, 2013).

Estas evidencias genéticas llevaron al desarrollo de la hipotesis de la cascada amiloide, que sitia
la produccion y acumulacion de AP en placas amiloides como el evento central de la EA (Hardy &
Higgins, 1992). Otras observaciones que apoyaron esta hipdtesis incluyen el efecto neurotoxico de
altas concentraciones de agregados de AP in vitro (Yankner & Lu, 2009), y el desarrollo de la

neuropatologia tipica de la EA en ratones con sobreexpresion de AP (Quon et al., 1991).

Sin embargo, rapidamente surgieron objeciones a esta hipotesis, principalmente debido a la
presencia de depdsitos de AP en personas y modelos animales que no presentaban disfuncion
cognitiva (Arriagada et al., 1992; Kametani & Hasegawa, 2018). Esta contradiccion resalto el
posible papel de otro factor: la proteina Tau. Tau es una proteina asociada a microtubulos que
favorece la estabilidad y el transporte a través de los microtubulos axonales en las neuronas. En la
EA, se observa una hiperfosforilacion de Tau que provoca su disociacion de los microtibulos y su
acumulacion en las neuronas en forma de ovillos neurofibrilares. La aparicion de estos agregados
esta tan estrechamente relacionada con la neurodegeneracion y la progresion de la disfuncion
cognitiva de la EA que se utiliza para la categorizacion de las etapas de la enfermedad. Ademas, la
acumulacion de Tau se observa en otras patologias neurodegenerativas, como la enfermedad de
Parkinson y la enfermedad de Huntington. Sin embargo, la conexion entre Tau y otros procesos
patologicos caracteristicos de la EA era poco clara y, al igual que las hipdtesis sobre los
neurotransmisores, los tratamientos cuyo blanco es la proteina Tau han demostrado poca eficacia

(Céceres et al., 2023; Kametani & Hasegawa, 2018; J. Yang et al., 2024).

La hipotesis de la cascada amiloide se reavivo y continiia siendo la mas aceptada gracias al
descubrimiento de los oligomeros de AP en cerebros de pacientes (Gong et al., 2003), los cuales
presentan una alta actividad neurotoxica (Lambert et al., 1998) y, a diferencia de los agregados
fibrilares, si correlacionan con el nivel de neurodegeneracion (Lue et al., 1999). A su vez, se ha
demostrado que los oligdmeros de AP pueden inducir la hiperfosforilacion y la agregacion de Tau,

principalmente mediante la activacion de cinasas. De forma similar, estos agregados pequeios y
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solubles de AP se han relacionado con la inhibicion de receptores colinérgicos y la disminucion de
receptores glutamatérgicos post-sinapticos (Nong et al., 2025)). Aun asi, ha surgido debate sobre
el enfoque en el péptido AP, ya que ningun tratamiento desarrollado con base en esta hipotesis ha

demostrado una gran eficacia (Céceres et al., 2023).

2.3 Produccion del péptido Ap

La biogénesis del péptido AP comienza con la expresion del gen de la proteina precursora de AP
(APP). APP pertenece a una familia génica que, en mamiferos, también incluye los genes que
codifican las proteinas similares a APP 1y 2 (APLP1 y APLP2). Los miembros de esta familia son
proteinas integrales de membrana con un nico paso transmembranal, un gran dominio extracelular
y una cola citoplasmadtica corta. Ademas, presentan motivos conservados de aminodcidos, como
los dominios E1 y E2, pero tinicamente APP presenta la secuencia de AP (Bayer et al., 1999;
O’Brien & Wong, 2011; H. Zheng & Koo, 2006). El gen APP consta de 19 exones que atraviesan
procesos de empalme alternativo, dando lugar a hasta 8 isoformas distintas. La isoforma de 695
aminoacidos, APP695, es la més abundante en el cerebro y la mas susceptible a producir el péptido

AP (Belyaev et al., 2010; J. Chen et al., 2013).

En las neuronas, APP se produce en grandes cantidades y se metaboliza rapidamente a través de al
menos dos vias de procesamiento proteolitico, que dependen en gran medida de su localizacion
celular. Inicialmente, APP es sintetizada en el reticulo endoplasmatico y, a lo largo de la via
secretora, es procesada en la red trans del aparato de Golgi (TGN). La via de procesamiento no
amiloidogénica, es decir, que no termina en la produccion del péptido AP, tiene lugar en la
membrana celular y en la TGN. En esta via, la a-secretasa, una endoproteasa membranal, corta a
APP en un sitio interno de la secuencia de AP, generando el fragmento N-terminal soluble sAPPa
y el fragmento membranal C-terminal CTF83. Posteriormente, el fragmento CTF83 es cortado por
la y-secretasa, un complejo multiproteico que incluye las presenilinas 1 y 2 (PSEN1 y PSEN2), la
nicastrina y APH-1, lo que genera los fragmentos p3 y el dominio intracelular de APP AICD
(O’Brien & Wong, 2011).

Las moléculas de APP que no fueron procesadas en la membrana celular por la a-secretasa pueden
ser reinternalizadas en endosomas de reciclaje, e incluso, pueden ser transportadas de regreso al

TGN (Das et al., 2015; O’Brien & Wong, 2011). En los endosomas, se localiza la B-secretasa o
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BACEI, una aspartil-proteasa de membrana que media la ruta amiloidogénica al cortar a APP en
un sitio adyacente a la secuencia de AP, generando los fragmentos sAPP-3 y CTF99 (Cai & Sesti,
2009; Cole & Vassar, 2007). El fragmento sAPP-, al igual que el fragmento sAPPa, es liberado
al espacio extracelular, mientras que CTF99 es cortado por el complejo y-secretasa, lo que produce
el fragmento AICD y el péptido AP que es secretado al espacio extracelular (O’Brien & Wong,
2011). Dependiendo del corte de la y-secretasa, el tamafio de AP puede variar de entre 37 a 43
aminoacidos (Gasca-Martinez et al., 2026). La isoforma mas comun es la de 40 aminoacidos
(AB40) que representa del 50 al 70% de AP en el liquido cefalorraquideo, mientras que el 10%

corresponde APB42, la principal isoforma relacionada con la patologia de la EA (Qiu et al., 2015).

Después de su liberacion al espacio celular, el péptido AP es eliminado a través de multiples vias,
incluyendo su fagocitosis por astrocitos o microglia, su transporte a través de la barrera
hematoencefalica hacia la circulacion sanguinea, por la accidon de enzimas de degradacion como la
neprilisina, la enzima degradadora de insulina, la metaloproteinasa de matriz 9 y la
carboxipeptidasa de glutamato II, o mediante su reinternalizacion y degradacion mediante

autofagia (Bates et al., 2009; Yoon & Jo, 2012).

La produccion de A es importante para la funcion del sistema nervioso, pues se ha observado que
su inhibicion conduce a la muerte neuronal. En bajas concentraciones, A coopera con la
sefalizacion neuronal al favorecer la potenciacion a largo plazo (LTP), lo que mejora la plasticidad
y los procesos de aprendizaje y memoria (Brothers et al., 2018; Morley et al., 2019). A su vez, se
ha observado que los agregados del péptido AP ejercen efectos antimicrobianos y contribuyen al
sellado de las fugas en la barrera hematoencefilica (Brothers et al., 2018). Sin embargo, en la EA
se observa un aumento de la concentracion de AP, y en particular de AB42, por encima de los
niveles normales, debido a un incremento de su produccion o a una disminucion de su eliminacion.
Este aumento facilita la agregacion del péptido en oligdmeros y agregados solubles que son toxicos

y median la patologia de la enfermedad (Schreiner et al., 2023).

2.4 Estructura y agregacion del péptido Af
En condiciones patologicas, el péptido AP desencadena un proceso complejo de autoagregacion.
Se suelen identificar al menos tres etapas en el proceso: nucleacion primaria, elongacion y

nucleacion secundaria. En la nucleacion primaria, los mondémeros de AP pierden su estructura
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nativa y se asocian entre si para formar agregados solubles de bajo peso molecular. Durante el
proceso de elongacion, se afiaden mondmeros al nticleo ya formado, lo que conduce al crecimiento
de estructuras fibrilares. Finalmente, en la nucleacion secundaria, se cataliza la formacion de

nuevos agregados en la superficie de los agregados previamente formados (Giorgetti et al., 2018).

De forma nativa, los mondémeros de AP presentan una estructura parcialmente desplegada con al
menos una hélice a entre los residuos 13 y 23, y un giro B entre los residuos 21 y 30 flanqueado
por dos regiones hidrofobicas con alta tendencia a formar estructuras de laminas 3. E1 aumento del
contenido de laminas B en el mondémero precede a la formacion de los nticleos de agregacion. Esta
transformacion es facilitada por el giro B al permitir el contacto entre el extremo carboxilo terminal
y las regiones hidrofobicas del péptido (Y. Lin et al., 2019; Vivekanandan et al., 2011; M. Yang &
Teplow, 2008). A su vez, se ha observado que la cinética del proceso de agregacion depende de la
longitud del extremo C-terminal y de la estabilidad del mondémero (Jarrett et al., 1993; Ni et al.,
2011). En particular, los dos residuos hidrofébicos adicionales presentes en AP42, en comparacion
con AP40, inducen un cambio hacia una estructura de lamina 3 mas estable, lo que se traduce en
una mayor tendencia a la agregacion (Jarrett et al., 1993; Niet al., 2011; Vivekanandan et al., 2011;
M. Yang & Teplow, 2008). Una vez iniciada la nucleacion primaria, se forman oligomeros solubles
de AP. Estos presentan una naturaleza transitoria, dindmica y heterogénea, asi como tamafios que
van desde trimeros y tetrameros hasta dodecameros. Por un lado, imagenes de microscopia
electronica y de fuerza atomica muestran particulas esféricas de entre 3 a 10 nm, que desaparecen
con la aparicidn de fibrillas maduras. A su vez, se ha observado que estos oligomeros pueden ser
identificados mediante la union del anticuerpo All, el cual es dependiente de conformacion
(Glabe, 2008). Es probable que tanto el anticuerpo All como los oligbmeros adopten una
estructura de ldmina o en la que los grupos amino y carbonilo del enlace peptidico se disponen en

lados opuestos (Bi & Daggett, 2018; Shea et al., 2019).

Una vez iniciado el proceso de elongacion, los oligémeros solubles dan lugar a fibrillas de ApB. Los
agregados fibrilares deben su estabilidad a las interacciones entre aminoacidos especificos de los
monomeros de AP. Especificamente, las secuencias hidrofobicas previamente mencionadas
presentan una estructura de lamina-f§ con el extremo C-terminal plegado hacia el N-terminal en una
caracteristica estructura -giro-f. A su vez, estos péptidos adoptan una estructura de cross-f3, en la

cual las cadenas de lamina B se disponen perpendicularmente al eje de la fibra, mientras que los
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puentes de hidrégeno intramoleculares se disponen de forma paralela a dicho eje. Debido a su
tendencia incrementada a formar ldminas-, la variante AB42 es la méas abundante en las placas
amiloides, presentando una maxima proteccion de grupos hidrofébicos en comparacion con AB40

(Ahmed et al., 2010; G. F. Chen et al., 2017; Sunde & Blake, 1998).

2.5 Toxicidad del péptido Ap

Como se menciond anteriormente, el péptido AP desempefia funciones fisiologicas importantes,
por lo que se ha sugerido que su patogenicidad se debe a una “ganancia de funcién toxica”, en la
que los mondmeros neuroprotectores forman agregados toxicos. Actualmente se considera a los
oligdbmeros solubles como los principales agentes patoldgicos en la EA (Bi & Daggett, 2018; Reiss
et al., 2018). Por su parte, las placas amiloides o agregados insolubles inducen toxicidad en
neuronas cercanas (Tsai et al., 2004). Ademas, podrian actuar como reservorios de oligdmeros
bioactivos o disminuir su toxicidad al secuestrarlos y mantenerlos inertes (Bi & Daggett, 2018;

Reiss et al., 2018).

Se han descrito multiples mecanismos de toxicidad, lo que refleja directamente la variabilidad de
las estructuras de los oligdmeros de AB. Gran parte de estos mecanismos involucra la interaccion
con membranas. Los oligdémeros son capaces de desestabilizar la membrana celular al formar poros
que actiian como canales i6nicos y al unirse a lipidos especificos, lo que induce su remocion de la
membrana (Mrdenovic et al., 2022; Reiss et al., 2018). A su vez, AP es capaz de ingresar a la
mitocondria, donde interviene en la cadena transportadora de electrones, interrumpe el
metabolismo, interfiere directamente con la fusion y la fision, desestabiliza la homeostasis del
calcio e induce la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (de la Cueva et al., 2022;
Reiss et al., 2018). De forma similar, se ha reportado que el péptido es capaz de inducir un aumento
en la autofagia y, aunque inicialmente AP puede ser degradado mediante este proceso, durante la
EA se observa una disfuncion en la maduracion de los autofagosomas lo que contribuye a la
produccion de AB. Sin embargo, no es claro si el péptido juega un papel directo en la alteracion de

la autofagia o si es consecuencia de otro proceso patoldgico (Cardoso et al., 2010).

El estrés oxidativo es otro de los mecanismos de toxicidad caracteristicos de los agregados de Ap.
El péptido es capaz de interaccionar con metales como el hierro (Fe), el cobre (Cu) y el zinc (Zn),

a través de residuos de aminodcidos especificos, incluyendo las histidinas 6, 13 y 14, y la metionina
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35. Durante la patologia, estos compuestos metal-Ap llevan a la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), a su vez, los metales son capaces de oxidar los residuos con los que interactuan

generando radicales cationes (Cheignon et al., 2018).

2.6 Inhibidores de la agregacion de Ap

Debido a los mecanismos de toxicidad previamente descritos de los oligdmeros y las placas
amiloides de AP, una de las principales estrategias para el desarrollo de tratamientos consiste en
inhibir la agregacion del péptido. En 1976 se observo que la union del colorante rojo Congo inhibia
la agregacion de AP en fibrillas y la neurotoxicidad de los agregados fibrilares preexistentes
(Lorenzo & Yankner, 1994). Otros compuestos, como polifenoles (Porat et al., 2006) y melatonina
(Pappolla et al., 1998), han demostrado interferir con la conversion de AP en estructuras de laminas
B evitando su efecto neurotoxico. Sin embargo, el uso de estas moléculas se ha visto limitado por
su falta de especificidad y por el escaso conocimiento de su mecanismo de accion (Barage &
Sonawane, 2015). Otra estrategia consiste en el desarrollo de anticuerpos monoclonales capaces de
unirse a oligdmeros y agregados fibrilares de AB. Siguiendo esta linea, los farmacos Gantenerumab
y Solanezumab, anticuerpos monoclonales, fueron evaluados en estudios clinicos de fase III en el
2017 encontrandose que ninguno de los dos era capaz de generar efectos clinicos significativos
(Honig et al., 2018; Ostrowitzki et al., 2017). En 2021 la Administracion de Medicamentos y
Alimentos (FDA) de los Estados Unidos otorgd una aprobacion por la via acelerada del anticuerpo
monoclonal Aducanumab, el cudl es especifico de oligobmeros y agregados fibrilares de AB. Sin
embargo, los ensayos fase III realizados no demostraron suficiente evidencia de un beneficio
clinico significativo y el farmaco fue posteriormente descontinuado por la farmacéutica (FDA,
2021; Walsh, et al. 2021; Qi, et al., 2024). Otros dos anticuerpos monoclonales han sido aprobados
por la FDA para su uso en el tratamiento de la AD: donanemab que reconoce especificamente
variantes de AP con extremos amino truncos y lecanemab que es especifico de protofibrillas de A
(Q1, et al., 2024). Este ultimo también recibio la aprobacion por parte de la Comision Federal para
la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (Cofepris) para su uso en México (Gobierno de México,

2024).

En 1996, Tjernberg y colaboradores encontraron que el fragmento de Ap KLVFF era capaz de

unirse al péptido integro y de prevenir su agregacion en fibrillas, demostrando la importancia de
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esta secuencia en el proceso de autorreconocimiento y autoagregacion de AP (Tjernberg et al.,
1999). Esto llevé al disefio de inhibidores a partir del propio péptido AB que contenian la secuencia
de reconocimiento y modificaciones que generaban cambios conformacionales y estéricos para
interferir con las interacciones necesarias para la agregacion (Matharu et al., 2010). Recientemente,
en un estudio con la variante de AB-40 con las mutaciones F19D y L34P encontraron que es capaz
de disminuir el nimero de placas amiloides en ratones mediante su expresion utilizando un vector
de virus adenoasociado; sin embargo, no se evalu6 la mejora cognitiva del modelo ni los sintomas

asociados (K. W. Park et al., 2021).

Anteriormente, se reportd que la sustitucion de residuos basicos por residuos hidrofobicos en las
mutaciones puntuales R5A, K16A y K28A disminuye la agregacion y la citotoxicidad del péptido
al alterar las regiones de carga positiva que se forman en la superficie de los agregados de A
(Yoshiike et al., 2007). Especificamente, la mutacion K28A parece estabilizar la conformacion
nativa del monémero de AB-42 incrementando el contenido de estructuras de hélice-a (Shuaib et
al., 2020). A su vez, la sustitucion del residuo de metionina 35 por cisteina, que participa en la
induccion del estrés oxidativo, ha demostrado reducir la toxicidad del péptido sin alterar su
capacidad de agregacion (Dai et al., 2007). De forma similar, en el grupo de trabajo se disefid la
sustitucion de la alanina 30 por triptéfano, ya que este residuo se ubica en el nucleo hidrofobico de
una lamina B del péptido AP. En esta variante, la mutacion A30W induce un impedimento estérico
que desestabiliza los agregados fibrilares. Por lo tanto, se evaluaron in vitro los tres péptidos
derivados del péptido AB42 con las sustituciones A30W, K28A y M35C. En estos experimentos se
observo que las tres variantes podian desorganizar y prevenir la agregacion del péptido Ap42 WT
y que, en particular, las mutantes K28A y M35C perdieron su actividad citotoxica. Sin embargo,
las mutantes presentaron la formacion de estructuras fibrilares similares a las del péptido WT, sin

correlacion entre la citotoxicidad y la capacidad de agregacion (Estrada-Rodriguez et al., 2019)

2.7 Caenorhabditis elegans: descripcion general
Caenorhabditis elegans es un nematodo de vida libre, pequeiio y transparente encontrado en
ecosistemas terrestres, acuaticos, y actualmente en multiples laboratorios alrededor del mundo. Su

establecimiento como organismo modelo comenzé en la década de 1940 gracias a los trabajos de
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Victor M. Nigon y Ellsworth C. Dougherty, y se solidificd con las extensas descripciones genéticas

realizadas por Sydney Brenner (Brenner, 1974; Ferris & Hieb, 2015).

Entre las caracteristicas que han llevado al nemétodo a ser uno de los modelos mas utilizados
destacan su facil mantenimiento y su ciclo de vida corto. Las distintas cepas de C. elegans suelen
cultivarse en cajas de cultivo con agar, inoculadas con Escherichia coli como fuente de nutrientes.
Se distinguen dos sexos: machos y hermafroditas, siendo estos tltimos capaces de reproducirse con
machos o autofertilizarse. Un solo gusano hermafrodita puede poblar una caja echa con alrededor
de 300 huevos. Después de eclosionar, los nematodos atraviesan cuatro estadios larvarios (L1, L2,
L3 y L4) y alcanzan la adultez en tan solo 3 dias en una temperatura de 25 °C (Corsi et al., 2015;

Meneely et al., 2019).

El grado de similitud de C. elegans con los organismos superiores ha permitido su uso
especificamente para el modelado de diversas enfermedades. Aproximadamente el 83% de su
proteoma tiene ortdélogos potenciales en el humano, mientras que cerca del 53% del genoma
codificante humano tiene un ortélogo reconocible en el nemétodo (Kim et al., 2018; Lai et al.,
2000). Ademas, el mapeo completo de su sistema nervioso ha posibilitado su aplicacién al estudio

de las enfermedades neurodegenerativas (Sheppard et al., 1986).

2.8 Estudio de la patologia de AP en C. elegans

El nematodo cuenta con el gen relacionado a APP apl-1, el cual codifica la proteina APL-1. Al
igual que su contraparte humana, APL-1 presenta los dominios extracelulares E1 y E2 y una
pequefia cola citoplasmatica, que comparten 46%, 49% y 71% de similitud con APP,
respectivamente. Sin embargo, a diferencia de APP, APL-1 no contiene la secuencia de Ap.
Adicionalmente, no se ha identificado actividad de B-secretasa en el nematodo, lo que descarta la
produccion endogena del péptido AP (Hornsten et al., 2007). Por lo tanto, para el estudio de la
toxicidad amiloide en C. elegans se han desarrollado multiples cepas transgénicas que expresan

AP humano.

En 1995 Christopher D. Link generd la cepa CL2006, mediante la integracion de la secuencia de
APA42 bajo regulacion del promotor especifico de musculo unc-54. Debido a esta expresion de AB42

muscular, los nematodos CL2006 presentan la formacion de depositos amiloides detectables
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mediante distintas tinciones, y un fenotipo progresivo de paralisis (Link, 1995). Mas tarde, el
mismo grupo de investigacion desarrolld la cepa CL4176 que expresa AB42 muscular de forma
dependiente de la temperatura. CL4176 exhibe un fenotipo mas agudo que CL2006, quedando
paralizados 32 horas después de la induccion por temperatura, lo que resulta en la muerte de los
nematodos antes de la deteccion de agregados amiloides (Drake et al., 2003). Estas cepas han sido
ampliamente utilizadas para evaluar moléculas con posible efecto terapéutico. La administracion
de las moléculas candidatas en el medio y la determinacion de su efecto sobre la paralisis permiten
seleccionar rdpidamente aquellas con mayor potencial terapéutico (Lublin & Link, 2013). Sin
embargo, la expresion de AP en el musculo no recapitula su papel en la neurodegeneracion
observada en la EA. En la cepa CL2355, la expresion neuronal de AB42 induce la formacion de
agregados en el sistema nervioso. Estos nematodos muestran una disfuncion de la quimiotaxis,
sensibilidad a la serotonina exdgena y alteraciones en comportamientos asociados al aprendizaje

(Dosanjh et al., 2010; Wu et al., 2006).

Estas cepas y otras similares se han utilizado para replicar y estudiar distintas caracteristicas de la
patologia observadas en pacientes con la EA. Por un lado, se ha confirmado la toxicidad de los
oligbmeros de AP en los gusanos. En la cepa transgénica GMC101 se encontr6 que el mayor
deterioro en la movilidad se asocia principalmente a la deteccion de oligdmeros de ABi1-42 (Aprile
et al., 2020). De forma similar, en la cepa CL2006 se observo que los oligobmeros, mas no las
especies de alto peso molecular, correlacionaban con la toxicidad de ABi42 (Cohen et al., 2006).
De igual forma, oligémeros formados a partir de la incubacion de ABi-42 monomérico provocan una

reduccion del bombeo faringeo en nematodos silvestres (Stravalaci et al., 2012).

A su vez, la desregulacion del proceso de autofagia como parte de la patologia amiloide en los
modelos de C. elegans. Esta desregulacion se evidencia en las observaciones de una acumulacion
de autofagosomas en las cepas Cl4176, GMC101 y JKM7 con expresion de AP en tejido muscular
(Florez-McClure et al., 2007; Gallrein et al., 2021; H. Lin et al., 2022). Especificamente en la cepa
CL4176, se encontrd que estos autofagosomas correspondian a diferentes etapas de maduracion y
que su acumulacion se exacerbaba al inhibir la acidificacion de los lisosomas (Florez-McClure et
al., 2007). Aun asi, en la cepa GMC101 se observa que la desregulacion de la autofagia no se debe
a una reduccion a la acidez lisosomal y, por el contrario, la expresion de AP resulta en un

incremento en la actividad y la acidificacion de los lisosomas. En estos nematodos, la acumulacion
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de autofagosomas parece estar asociada a una disminucion de la transcripcion de genes de fusion
(H. Lin et al., 2022). Por su parte, en los gusanos JKM7 se encontrd que los autofagosomas

acumulados presentaban defectos en el cierre de membrana (Gallrein et al., 2021).

Por otro lado, en una cepa con expresion de AB42 unicamente en un par de neuronas sensoriales
glutamatérgicas denominadas neuronas BAG muestra una sobreexcitacion de estas, similar a la
hiperactivacion neuronal observada en cerebros con la EA (Sinnige et al., 2019). De forma similar,
un grupo de trabajo pudo monitorear in vivo la agregacion de AB42 en el nematodo mediante la
expresion del péptido con un marcaje fluorescente subestequiométrico. En estos gusanos observo
la acumulacién de anfisomas, la formacion de poros membranales, y una pérdida de neuronas
colinérgicas, lo que se correlaciona con las observaciones en humanos (Gallrein et al., 2021). Estos

trabajos confirman la relevancia del uso de C. elegans como modelo de la EA.

2.9 Caenorhabditis elegans para el estudio de tratamientos contra Ap

Las diferentes cepas transgénicas de C. elegans ya descritas han sido ampliamente utilizadas para
evaluar la capacidad de diversas moléculas de inhibir la agregacion y la toxicidad de AP (X. Chen
et al., 2015). Entre estos, el tratamiento con gliciteina, una isoflavina derivada de la soya, logré
disminuir los agregados amiloides en nematodos CL2006, y retrasar el establecimiento de la
paralisis en esta cepa y la CL4176 que expresan AB-42 muscular. Este efecto se asocio a la
actividad antioxidante de la gliciteina al disminuir los niveles de ROS en los gusanos tratados
(Gutierrez-Zepeda et al., 2005). El extracto EGb 761 del arbol Ginkgo biloba retrasé el fenotipo de
parélisis, disminuy6 los niveles de ROS, y redujo la formacion de oligobmeros y agregados
insolubles en estas cepas. Ademas, EGb 761 demostr6 actividad neuroprotectora al normalizar el
indice de quimiotaxis en la cepa CL2355 que expresa AB-42 en neuronas (Wu et al., 2006). El
extracto de Ginkgo suele utilizarse como medicina alternativa en el manejo de AD y algunos
estudios han encontrado asociacion a la mejora de los sintomas de la demencia (Ihl, 2012; JanBen
et al., 2010). Recién se identifico un compuesto similar derivado del pepino de mar, Cucumaria
frondosa, cuya evaluacion en C. elegans mostrd una actividad terapéutica superior a la de los
compuestos de Ginkgo (Tangrodchanapong et al., 2020). De forma similar, la fluoxetina, un
antidepresivo de la clase de inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRIs), mostrd

un retraso del fenotipo de paralisis y una reduccion en la concentracion de oligdmeros en los
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nematodos (Keowkase et al., 2010), asi como una asociacién con niveles bajos de AP y con la
mejora de la actividad cognitiva en pacientes con AD (Liu et al., 2019).Otras moléculas que
mejoran la patologia amiloide en C. elegans incluyen la cafeina, el acido tanico, la bacitracina, la
oleuropeina, la rifampicina, el acido ferulico, la tioflavina, la metformina, el litio, la curcumina y
el extracto butanolico de Hedyotis difusa (X. Chen et al., 2015; DanQing et al., 2020; Teo et al.,
2020). Por otro lado, también se han probado péptidos con un posible efecto terapéutico. Entre
estos, el péptido resistente al calor (SVHRP) purificado a partir de veneno del escorpion Buthus
martensii, y el péptido 13L derivado de la cocoa, fueron capaces de disminuir la paralisis, reducir
la presencia de oligomeros de AP y mantener niveles bajos de ROS (Monto et al., 2013; X. G.
Zhang et al., 2016). Sin embargo, hasta el momento no hay reportes sobre la evaluacion de variantes

del péptido AP en el nematodo.

Por lo tanto, en el grupo de trabajo se evaluaron los efectos de las mutantes de AB-42: A30W,
K28A y M35C en C. elegans. Se realizaron ensayos de viabilidad en la cepa N2 para evaluar la
toxicidad de los péptidos a distintas concentraciones; y posteriormente, se monitoreo y la
progresion de paralisis de la cepa CL2006. El tratamiento de nematodos de la cepa N2 demostrd
que los péptidos mutantes no son toxicos para C. elegans a las concentraciones de 15, 25 y 40 uM,
y, por el contrario, generaron una extension en la vida media. De igual forma, la administracion de
los tres péptidos mutantes a nematodos de la cepa CL2006 retraso el tiempo medio de desarrollo
del fenotipo de paralisis asociado a la expresion muscular de AB42. Este fenotipo se ha asociado
con la induccién del estrés oxidativo por AP42, lo que se refleja en un alto porcentaje de
carbonilacion de proteinas (Yatin et al., 1999), lo cual sugiere que los péptidos mutantes son
capaces de ejercer una actividad antioxidante. Por otro lado, algunos autores han sefialado que
sustancias identificadas por su capacidad de mejorar el fenotipo de pardlisis también logran
prolongar la viabilidad de nematodos WT mediante su interaccion con distintas vias (Lublin &
Link, 2013). Estos resultados indican que los péptidos A30W, K28A y M35C mejoran algunos de
los fenotipos relacionados a la expresion y agregacion de AP en C. elegans. Debido a esto, en este
trabajo se busco confirmar los efectos protectores de los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C
frente a la toxicidad del péptido AP42 en C. elegans y determinar algunos de los posibles

mecanismos implicados en dicha proteccion.
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3. JUSTIFICACION

La causa més comun de demencia en la poblacioén adulta mayor es la enfermedad de Alzheimer. A
pesar de que el nimero de casos aumenta cada afio, hasta ahora no existe ninguna terapia eficaz
para prevenir o revertir el dafio en el sistema nervioso. Segun la hipdtesis de la cascada amiloide,
el evento principal de la enfermedad es la aparicion de agregados toxicos de AP debido a una
desregulacion de la produccion y la eliminacion del péptido, lo que conduce a su agregacion. Por
ello, evitar este proceso ha surgido como objetivo en el desarrollo de estrategias terapéuticas para
la EA. Caenorhabditis elegans es un organismo ampliamente utilizado para el modelado de
enfermedades neurodegenerativas, lo que facilita su uso como modelo in vivo para estudiar la
inhibicion de la agregacion del péptido AP. Previamente, el tratamiento con nematodos WT
demostrd que los péptidos mutantes no son toxicos para C. elegans. De forma similar, en cepas
transgénicas el tratamiento mejord fenotipos de paralisis y quimiotaxis asociados a la expresion del
péptido AB WT. Lo anterior sugiere que las mutantes A30W, K28A y M35C ejercen un efecto
protector frente a la toxicidad de AP in vivo. Por lo tanto, en este trabajo se buscd confirmar los
efectos protectores de los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C frente a la toxicidad del péptido

AP en C. elegans y determinar algunos de los posibles mecanismos implicados en dicha proteccion.
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4. HIPOTESIS

Los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C presentan mecanismos de proteccion contra la
toxicidad del péptido B-amiloide, mejorando fenotipos asociados a la expresion de AP en C.

elegans.

20



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Evaluar el efecto de los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C en fenotipos asociados a la
expresion el péptido B-amiloide en C. elegans y sus posibles mecanismos de proteccion contra la

toxicidad de AP.

5.2 Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto de los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C sobre rasgos fisiologicos y del

comportamiento asociados a la expresion de Ap WT en cepas transgénicas de C. elegans.

2. Estudiar los cambios en la agregacion, estrés oxidativo y homeostasis del calcio después del
tratamiento con los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C en cepas transgénicas de C. elegans
con expresion de Ap WT.

3. Evaluar cambios en factores de la respuesta inmune innata por las mutantes A30W, K28A y

M35C en cepas transgénicas de C. elegans con expresion de Af WT.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Plasmidos

Las secuencias que codifican para AB-42 y cada una de las mutantes A30W, K28A y M35C
optimizadas al uso de codones de E. coli fueron sintetizadas y clonadas al vector pET3a entre los
sitios Ndel y BamHI por Gene Universal (Newark, DE, EE. UU.). Los plasmidos liofilizados
obtenidos de la empresa fueron resuspendidos en de HoO miliQ y se amplificaron mediante la
transformacion de bacterias calciocompetentes TOP10 siguiendo el protocolo establecido de
choque térmico (Ausubel et al., 2003; Hanahan & Harbor, 1983). Brevemente se mezcld 1 ng con
100 uL de bacterias calciocompetentes en un tubo Eppendorf de 1.7 mL y se incub6 durante 30
min en hielo. Posteriormente, se realiz6 el choque térmico introduciendo el tubo en agua a 42°C
por 1 min y rapidamente se regresé a incubacion en hielo durante 5 min. Pasado este tiempo se
afiadi6 200 pL. de medio LB (Luria Bertani, Teknova) y se incub6 a 37°C por 1 h a 200 rpm.
Finalmente, las bacterias se inocularon en placas Petri preparadas con agar LB y suplementadas

con ampicilina a una concentracion de 100 pg/mL.

6.2 Cepas de C. elegans

Las cepas de C. elegans utilizadas en este trabajo se adquirieron del Caenorhabditis Genetics
Center de 1a Universidad de Minnesota (Minneapolis, MN, EE. UU.) incluyendo la cepa N2 Bristol
de fenotipo wildtype (WT), las cepas CL2006 y CL4176 que expresan Af WT en tejido muscular,
y su cepa control CL802, la cepa transgénica HBR4 que expresa un indicador de calcio; la cepa
transgénica, AMH43 que expresa LGG-1, un marcador especifico de autofagosomas, fusionado a

GFP; y la cepa transgénica TJ356 que expresa el factor de transcripcion Daf16 marcado con GFP

(tabla 1).

Tabla 1. Cepas de Caenorhabditis elegans.

Cepa Genotipo Descripcion

N2 wildtype (WT) Cepa silvestre de la variante Bristol
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dvIs2 [pCL12(unc-54/human A- Expresion constitutiva del péptido AB-42
CL2006 Beta(1-42) minigene) + rol- humano en células musculares. Desarrolla un
6(sul006)] fenotipo progresivo de paralisis.

E 10 lar del péptido Ap-42
dvIs27 [myo-3p::A-Beta (1- xpresion muscular del péptido AP

CL4176 42)::1et-851 3'UTR) + rol-
6(sul006)] X

humano inducida por aumento de
temperatura de 15 a 20°C. Desarrolla un
fenotipo de paralisis severa.
Control para las cepas CL2006 y CL4176.
Presenta fenotipo silvestre.

CL802 smg-1(cc546) I; rol-6(sul006) 11

goels3 [myo-
HBR4 3p::SL1::GCamP3.35::SL2::unc54
3'UTR + unc-119(+)]

Expresion del indicador de calcio GCaMP3
en tejido muscular.

AMHA43 adls2122 [lgg-1p::GFP::1gg-1 + Expresion de LGG-1 marcado con la
rol-6(sul006)] proteina fluorescente verde GFP.
TI356 zIs356 [daf-16p::daf 16a/b::GFP + | Expresion de Dafl16 marcado con la proteina
rol-6(sul006)] fluorescente verde GFP.

6.3 Mantenimiento de nematodos

Se utilizaron condiciones estandar para el manejo y mantenimiento de las cepas. En un matraz con
50 mL de medio LB se creci6 un indculo de Escherichia coli OP50 a 37°C en agitacion por 16
horas o hasta alcanzar una densidad optica (O.D.) igual a uno. Con el cultivo obtenido se inocularon
placas Petri de 60 mm preparadas con medio de crecimiento de nematodos (Nematode Growth
Media NGM; NaCl 2 g/L, triptona 4 g/L, KH,PO4 3 g/L, KoHPO4 0.5 g/L, agar 20 g/L, colesterol
5.2 uM) y se dejaron secar por al menos dos horas. Los nematodos se crecieron colocando las

placas en incubadoras Digital Mini Incubator (Gilson, EE. UU.) a una temperatura de 15°C.

6.4 Expresion de péptidos, y sincronizacion y tratamiento de nematodos

Las bacterias calciocompetentes de la cepa BL21 (DE3) pLysS fueron transformadas con cada
vector de acuerdo con el protocolo de choque térmico descrito anteriormente. Para el tratamiento
de los nematodos, los cultivos de E. coli transformada fueron inoculados en tubos con medio LB
suplementado con ampicilina (100 pg/mL) y cloranfenicol (30 pg/mL) e incubados a 37°C en
agitacion hasta por 16 horas o hasta alcanzar una densidad optica igual a uno. Posteriormente, cada
cultivo fue diluido con medio LB fresco hasta una O.D. de 0.5 y suplementado con isopropil-B-D-

tiogalactopiranosido (IPTG) para inducir la expresion de los péptidos durante 4 h manteniendo la
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incubacion a 37°C en agitacion. Finalmente, placas Petri con agar NGM se inocularon con 100 uLL

del cultivo y se dejaron secar.

Para los experimentos, se colocaron alrededor de 10 nematodos hermafrodita adultos en las placas
con tratamiento y se dejaron durante 4 a 5 horas para obtener huevos de aproximadamente la misma
edad. Posteriormente, se retiraron todos los nematodos adultos y se incubaron los huevos hasta su

eclosion o de acuerdo con cada procedimiento.

6.5 Efecto de los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C sobre rasgos fisiologicos y del
comportamiento.

6.5.1 Ensayos de viabilidad

Se realizaron ensayos de viabilidad de acuerdo con la metodologia ya establecida (Park et al.,
2017). Nematodos de la cepa muscular CL2006 y de la cepa control CL802 fueron expuestos desde
huevos al tratamiento con los péptidos A30W, K28A, M35C y WT, asi como al vector pET3a vacio
como control. Se utilizaron tres repeticiones para cada grupo experimental con al menos 30
nematodos por placa. Los nematodos se mantuvieron en incubacién a 16°C y, una vez que
alcanzaron la etapa larvaria L4, cada placa fue examinada diariamente bajo el estereoscopio para
contabilizar el nimero de nemétodos vivos y muertos. Los nematodos fueron transferidos a placas
nuevas con tratamiento fresco cada dos dias durante su etapa reproductiva. Posteriormente, se

suplementaron con cultivo fresco cada dos dias y se transfirieron a placas nuevas cada semana.

6.5.2 Ensayos de paralisis

Se realizaron ensayos sobre el establecimiento de un fenotipo de paralisis siguiendo la metodologia
ya reportada (A. Yang et al., 2017). Neméatodos de la cepa muscular CL4176 y de la cepa control
CL802 fueron expuestos desde huevos al tratamiento con los péptidos A30W, K28A, M35Cy WT,

asi como al vector pET3a vacio como control.

Se utilizaron cinco repeticiones por grupo experimental, con al menos 30 nematodos por placa.
Una vez que los nematodos alcanzaron el estadio larvario L4 se subio la temperatura de incubacion

de 15°C a 25°C para inducir la expresion del péptido AB. A partir de las 24 h después del aumento
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de la temperatura y cada 2 h se examinaron las placas bajo el estereoscopio para contabilizar el
niumero de nematodos paralizados, es decir, aquellos que presentaban un movimiento minimo al

estimulo con un asa de platino.

6.5.3 Tasa de progenie

Para evaluar el posible efecto de las mutantes sobre la fecundidad de C. elegans, 10 nematodos L4
de las cepas CL2006 y CL802 expuestos a los tratamientos mencionados anteriormente fueron
colocados en placas con el tratamiento fresco. Diariamente, los adultos fueron transferidos a una
placa nueva y se contabilizaron el nimero de huevos y larvas de la placa anterior. Se realizaron

tres repeticiones por grupo experimental.

6.6 Mecanismos de proteccion de los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C contra la
toxicidad AP

6.6.1 Tincion de agregados de AP

Para evaluar la agregacion del péptido AP en respuesta al tratamiento con los péptidos, se utilizaron
nematodos de las cepas CL2006 y CL802 expuestos a los tratamientos ya descritos. A los 5 dias
de vida, los nematodos se recuperaron y lavaron utilizando buffer M9, y se tifieron en 1 mL de
tioflavina S (THS) a 0.125% diluida en etanol al 70% durante 1 h en agitacion. Posteriormente, se
realizaron lavados sucesivos con etanol al 70% para eliminar el exceso de tioflavina. Finalmente,
los nematodos se colocaron en gotas en un portaobjetos, se afiadid medio de montaje y se colocod
un cubreobjetos. Se obtuvieron imagenes utilizando un microscopio de fluorescencia Zeiss
Imager.A2 acoplado con una cdmara AxioCam MRc. Se contabilizo el nimero de agregados en las

cabezas de los nematodos.

6.6.2 Estrés oxidativo

Para evaluar el posible efecto de las mutantes en la induccion de estrés oxidativo se utilizaron
nematodos de la cepa CL4176 y CL802 expuestos a los tratamientos ya descritos. Las placas se

mantuvieron a 15°C y, una vez que los nematodos alcanzaron el estadio larvario L4, se subi6 la
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temperatura de incubacion a 25°C para inducir la expresion del péptido AP. Los nematodos se
recolectaron y lavaron con buffer fosfato (PBS), y se transfirieron aproximadamente 50 nematodos
por pozo a una placa de 96 pozos conteniendo 200 pL. de PBS, Tween-20 0.01% y H2DCF-DA 50
mM. La fluorescencia a una longitud de onda de 485 nm de excitacion y 530 nm de emision se

midié cada 30 minutos por 2.5 horas en un lector de placas GloMax Promega.

6.6.3 Fugas de calcio

Para evaluar el posible efecto de las mutantes en la homeostasis de calcio se realizd una cruza entre
la cepa HBR4 que expresa el indicador de calcio GCaMP3 en tejido muscular y las cepas con
expresion de AP. Se generaron machos HBR4 colocando nematodos hermafrodita a 34°C durante
4 horas. Posteriormente, se colocaron de 7 a 10 machos HBR4 con 1 a 3 hermafroditas jovenes
CL4176 en una placa. De la progenie resultante se aislaron nematodos hermafrodita que contenian
el marcador roller correspondiente a las cepas de AP y la sefial fluorescente correspondiente a la
cepa HBR4. Una vez obtenida la cruza estable, los nematodos se expusieron a los tratamientos ya
descritos, se incubaron a 15°C, y se subi6 la temperatura a 25°C al alcanzar la etapa larvaria L4.
Para la visualizacion de la sefial de calcio, 36 horas después hasta diez nemétodos fueron
transferidos a blocs de agarosa al 2% colocados sobre portaobjetos y suplementados con azida de
sodio al 5% para su anestesia. Se obtuvieron imagenes con el microscopio de fluorescencia y se

analiz¢ la intensidad de fluorescencia en ImagelJ.

6.7 Induccion de la via de sefializacion Daf-16 por los péptidos mutantes A30W, K28A y
M35C

6.7.1 Localizacion celular de Daf-16

Para evaluar la activacion del factor de transcripcion Daf-16, perteneciente a la via de insulina/IGF-
1, nematodos TJ356 se expusieron a los tratamientos ya descritos, y se incubaron a 15°C hasta
alcanzar la etapa larvaria L4. Para la visualizacion de la sefal de Daf-16, hasta diez nematodos
fueron transferidos a blocs de agarosa al 2% colocados sobre portaobjetos y suplementados con
azida de sodio al 5% para su anestesia. Se obtuvieron imagenes de los nematodos con el

microscopio de fluorescencia para la localizacion de la sefial de Daf-16::GFP. Los nematodos se
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clasificaron en tres fenotipos segun la localizacion de la sefial de Daf-16: citosolico, nuclear e
intermedio. Se considerd como nuclear a los nematodos que presentaban la sefial en puntos a lo
largo de todo el cuerpo. Los nemdatodos con presencia de algunos puntos fluorescentes se
consideraron como intermedios. Ante la ausencia de puntos fluorescentes se clasifico a los gusanos

como citosolicos (Oh et al., 2005).

6.7.2 Deteccion de autofagosomas

Para evaluar posibles cambios en la autofagia en respuesta al tratamiento con los péptidos mutantes,
nematodos AMH43 se expusieron a los tratamientos ya descritos, y se incubaron a 15°C hasta
alcanzar la etapa larvaria L4. Para la visualizacion de la sefial de calcio, hasta diez nematodos
fueron transferidos a blocs de agarosa al 2% colocados sobre portaobjetos y suplementados con
azida de sodio al 5% para su anestesia. Se obtuvieron imagenes de los nematodos mediante el
microscopio de fluorescencia y se contabilizé el nimero de puntos con sefal de GFP::LGGI
mediante el plug-in “analyze particle” Image-J con un tamafio de 1 a 20 um? y una circularidad de

0.1al.

6.8 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el programa GraphPad Prism 11 (IBM Corp, N.Y.). La
significancia se determin6 mediante un analisis de varianza de un factor (ANOVA), seguido de la
prueba de comparacion multiple de Tukey para evaluar diferencias entre los grupos experimentales.
Para los datos de viabilidad y paralisis se generaron graficos con el estimador Kaplan Meier y se

evaluaron las diferencias entre los grupos mediante la prueba de log-rank.
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7. RESULTADOS

7.1 Expresion de los péptidos en E. coli

El vector que incluye la secuencia del péptido WT optimizada para E. coli, pET3a-WT (figura 1A),
se utilizd para transformar bacterias de la cepa BL21. Después de una inducciéon de 4 horas con
IPTG, se realizd una tincion con tioflavina S (THS) para visualizar el péptido. Se observo la
formacion de cuerpos de inclusion dentro de las bacterias con sefial de THS, indicando la presencia
del péptido AB-42 WT (figura 1B). El cultivo sin induccion con IPTG no muestra los cuerpos de

inclusion positivos a THS.

A

Ndel Kpnl BamHI

— ) s

pET3a-WT + IPTG pET3a-WT

Figura 1. Expresion del péptido AP en E. coli. A. Cassette de expresion disefiado con dos secuencias para la
codificacion del péptido AP subclonado entre los sitios Ndel y Bamhl del vector pET3a que incluye el promotor
inducible T7. B. Tincion con THS de cultivo de E. coli BL21 transformado con el vector pET3a e inducido o no con

IPTG.
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7.2 Efecto de los péptidos en la viabilidad y paralisis de nematodos

Se trataron nematodos transgénicos CL2006 con expresion de AP en musculo, y de la cepa control
CL802, y se monitoreo su viabilidad. El tratamiento con A30W extendi6 de manera significativa
el tiempo de vida de nematodos CL2006 (figura 2A), en comparacion con el grupo control,
mostrando una vida media similar a la de los gusanos CL802 control (tabla 2). De forma
interesante, los nematodos CL802 tratados con A30W muestran una extension significativa en la
viabilidad, con una vida media de 21 dias. De forma similar, el tratamiento con K28A y M35C
incremento el tiempo de vida de nematodos CL2006, sin afectar la viabilidad de la cepa CL802
(figuras 2B y 2C). En el caso del péptido WT, el tratamiento fue toxico para los nematodos CL2006

disminuyendo su viabilidad, mientras que los gusanos control no se vieron afectados (figura 2D).
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Figura 2. Efecto en la viabilidad de las cepas CL2006 y CL802 de C. elegans. A. Analisis de viabilidad de
nematodos CL2006 y de la cepa control CL802 con y sin tratamiento con A30W. Pruebas de log-rank mostraron
diferencias significativas entre los nematodos CL2006 tratados con A30W y control (p<0.0001), y CL802 tratado y
control (p<0.0001). B. Analisis de viabilidad con y sin tratamiento con K28A. Pruebas de log-rank mostraron
diferencias significativas entre CL2006 tratado con K28A y control (p=0.0160). C. Analisis de viabilidad con y sin
tratamiento con M35C. Pruebas de log-rank mostraron diferencias significativas entre CL2006 tratado con M35C y
control (p=0.0008). D. Analisis de viabilidad con y sin tratamiento con WT. Pruebas de log-rank mostraron diferencias

significativas entre CL2006 tratado con WT y control (p<0.0001). A-D. Barras representan error estandar.
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Aligual que la cepa CL2006, los nematodos CL4176 expresan el péptido A} en células musculares,
sin embargo, presentan un fenotipo més agudo de parélisis (figura 3). Unicamente los tratamientos
con M35C vy, inesperadamente, con WT lograron retrasar la paralisis de los gusanos CL4176, en

comparacion con los péptidos A30W, K28A y el tratamiento control.
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Figura 3. Efecto en la paralisis en la cepa CL4176 de C. elegans. Ensayo de paralisis en nematodos CL4176 con y
sin tratamiento. Pruebas de log-rank mostraron diferencia significativa entre M35C y control (p=0.00021), y entre WT

y control (p<0.0001). Barras representan error estandar.

7.3 Efecto de los péptidos en la eclosion interna de nematodos

Durante los ensayos de viabilidad se observd la ocurrencia de eclosion interna (figura 4). La
eclosion interna consiste en la retencion de huevos fertilizados, lo que lleva a la eclosion y
desarrollo de la larva dentro de la hermafrodita y resulta en la muerte prematura de la madre. Las
placas de CL2006 tratadas con A30W mostraron una reduccion significativa de eventos de eclosion
interna en comparacion con las placas control. Sin embargo, los eventos en el resto de las placas

con o sin tratamiento fueron minimos.
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Figura 4. Efecto en la eclosion interna de los nematodos. Grafico que representa el numero de eventos de eclosion
interna en nematodos CL2006 y CL802 después del tratamiento con los péptidos mutantes A30W, K28A y M35C o
control. El tratamiento con A30W mostr6é una disminucion significativa con respecto al control (p=0.0015). Barras

representan error estandar.

7.4 Efecto de los péptidos en la fecundidad de los nematodos

Para evaluar el efecto de los péptidos en la fecundidad de los nematodos, se trataron gusanos de la
cepa CL2006 y se contabilizé el nimero de huevos y larvas dejados por las hermafroditas adultas
durante su etapa reproductiva (figura 5). No se encontraron diferencias en el nuimero de progenie

entre los distintos tratamientos, ni entre la cepa control y la cepa CL2006.
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Figura 5. Efecto en la fecundidad de los nematodos. Grafica del nimero de larvas y huevos de nematodos CL2006

y CL802 con y sin tratamiento. Barras representan error estandar.

7.5 Efecto en la formacion de agregados amiloides

La expresion endogena de AP en gusanos de la cepa CL2006 genera la deposicion de agregados
insolubles en el tejido muscular que pueden ser visualizados mediante marcadores fluorescentes
(Drake et al., 2003). La tincion con tioflavina S mostr6 una disminucion significativa en el nimero
de agregados en los nematodos tratados con los péptidos K28A y M35C en comparacion con el
control (figura 6). Por el contrario, los nematodos tratados con los péptidos A30W y WT mostraron

una agregacion similar a la del control.
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Figura 6. Efecto en la formacion de agregados insolubles. A. Imagenes representativas de nematodos CL2006 y
CL802 con y sin tratamiento después de la tincion con tioflavina S. B. Cuantificacion del nimero de agregados en la

cabeza de los nematodos. Barras representan error estandar.

7.6 Efecto en el estrés oxidativo

Se ha reportado que la cepa CL4176 muestra un aumento en el estrés oxidativo en respuesta a la
expresion de AP muscular (Drake et al., 2003). Para evaluar el efecto de los tratamientos en la
induccion de ROS, se midid la sefial del reactivo H2ZDCFDA en nematodos CL4176 y CL802
(figura 7). En la cepa transgénica CL4176, el tratamiento con los péptidos A30W generd un
incremento significativo en el estrés oxidativo en comparacién con el control, mientras que el
péptido M35C gener6 una disminucion significativa. Por su parte, los tratamientos con WT y M35C
no mostraron diferencia con el control. En la cepa CL802, el tratamiento con M35C mostrd una
reduccion en contraste con los péptidos WT y A30W, sin embargo, ningun tratamiento presentd

diferencia significativa con respecto al control.
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Figura 7. Efecto en el estrés oxidativo de nematodos CL4176 y CL802. Cuantificacion de la sefial fluorescente de
H2DCFDA en CL4176 y CL802 con y sin tratamiento. Los resultados se presentan en porcentaje de fluorescencia

relativo al grupo de CL4176 control, el cual representa el 100%. Las barras de error corresponden al error estandar.

7.7 Efecto en la homeostasis del calcio

Para evaluar cambios en la homeostasis del calcio en respuesta a nuestros tratamientos se realiz6
una cruza entre las cepas CL802 y CL4176 con la cepa HBR4 con expresion del sensor de calcio
GCamp en células musculares (figura 8A). En la cepa CL4176xHBR4 se observé poca senal de
calcio y una sefial fluorescente similar entre todos los tratamientos. En contraste, en la cepa
CL802xHBR4 se observa mayor sefal que en los nemétodos CL4176xHBR4, ademas de un
aumento significativo en los nematodos tratados con A30W, y una disminucion significativa con

el tratamiento de K28A en comparacion con el control (figura 8B).
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Figura 8. Efecto en la homeostasis del calcio. A. Imagenes representativas de nematodos CL4176xHBR4 con
expresion de AP y el sensor de calcio GCamP en musculo, y la cepa CL802xHBR4 con expresion de GCamP
muscular, ambas con y sin tratamiento. B. Cuantificacion de la sefial fluorescente que corresponde a la sefial de
calcio en color fire. Las barras de error corresponden al error estandar.

7.8 Efecto en la localizacion celular de Daf-16
En el nematodo adulto, el factor de transcripcion Daf-16 se activa durante el envejecimiento
mediante su traslocacion al nicleo, incrementando de esta forma el tiempo de vida y la resistencia
a estrés (K. Lin et al., 2001; Tissenbaum, 2018). Se ha reportado que la activacion constitutiva de
Daf-16 puede provocar que los nematodos vivan hasta tres veces mas tiempo del normal (K. Lin et
al., 2001). Para evaluar si este factor de transcripcion se relaciona con la extension en la viabilidad
observada en los nematodos tratados con los péptidos, se utilizé la cepa TI356 que expresa Daf-16
fusionado a la proteina fluorescente verde GFP (figura 9A). Se observo que el tratamiento con WT
y M35C aument¢ la retencion de Daf-16 en el nticleo, en comparacion con el grupo control. Aunque
los grupos tratados con A30W y K28A mostraron un nimero de nematodos con fenotipo
intermedio similar al control, la sefial de Daf16::GFP fue mas evidente en los grupos tratados con
los péptidos mutantes (figura 9B).
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Figura 9. Efecto en la localizacién de Daf-16. A. Imagenes representativas de nematodos TJ356 con expresion de
Daf-16::GFP con y sin tratamiento. B. Cuantificacion del nimero de nematodos con fenotipo citosélico, nuclear o

intermedio, de acuerdo con la localizacion subcelular de Daf-16::GFP.

7.9 Efecto en la autofagia

Para evaluar el efecto sobre el proceso de autofagia en los nematodos, se trataron nematodos
AMH43 que expresan el transgén GFP::LGG-1. LGG-1 es una proteina similar a ubiquitina
perteneciente a la familia de proteinas ATGS, que es reclutada a las membranas internas y externas
de los autofagosomas en formacion (Leboutet et al., 2023; H. Zhang et al., 2015). En los neméatodos
de 5 dias de edad, se observo la formacion de puntos de sefial fluorescente en hipodermis, faringe
y neuronas; mientras que en los nematodos de 10 dias la sefial se vio restringida principalmente a
la faringe (figura 10A). La cuantificacion de los puntos de fluorescencia mostro una tendencia a un

menor numero en los nematodos tratados con los péptidos mutantes, sin embargo, solo se obtuvo
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una diferencia estadisticamente significativa con el tratamiento con M35C en ambas edades, y con

A30W en gusanos de 10 dias de edad (figura 10B y C).
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Figura 10. Efecto en la autofagia. A. Imagenes representativas de nematodos AMH43 de 5 y 10 dias de edad con
expresion de GFP::LGG-1 con y sin tratamiento. B. Cuantificacion del nimero de puntos de sefal fluorescente en la
cabeza de nematodos de 5 dias. C. Cuantificacion del numero de puntos de sefial fluorescente en la cabeza de

nematodos de 10 dias.
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8. DISCUSION

En este trabajo se evaluaron los efectos de las variantes de AB-42 con las mutaciones puntuales
A30W, K28A y M35C en un modelo de Alzheimer en C. elegans. Se observd que el tratamiento
con los péptidos K28A extendid el tiempo de vida y disminuyd la formacion de agregados
insolubles en nematodos CL2006 con expresion de AP en tejido muscular. Por su parte, el péptido
A30W logro prolongar la vida media de los nematodos CL2006 y CL802, lo que sugiere un efecto
no especifico. Por otro lado, los péptidos M35C y WT lograron retrasar el establecimiento de la
paralisis en la cepa CL4176. En particular, el péptido A30W podria ejercer su efecto protector
mediante la activacion del factor de transcripcion DAF-16 y la regulacion de la autofagia. El
péptido M35C parece proteger especificamente contra los oligomeros de A, ademads de regular la
autofagia. Finalmente, aunque el péptido K28A disminuy6 las ROS en nematodos CL4176, no
mejoro el fenotipo de paralisis. Los resultados obtenidos muestran que los péptidos A30W, K28A
y M35C tienen la capacidad de proteger a C. elegans frente a la toxicidad de AB-42 mediante
distintos mecanismos y sugieren su posible aplicacion en el desarrollo de tratamientos contra la

enfermedad de Alzheimer.

Para facilitar el tratamiento de los nematodos, realizamos la expresion de cada péptido en E. coli,
observando su acumulacion en cuerpos de inclusion dentro de la bacteria. Lo anterior coincide con
lo reportado en literatura que la expresion de AP en E. coli genera cuerpos de inclusion en los poros
de la célula visibles mediante tincidn con THS (Pouplana et al., 2014). A su vez, se ha demostrado
que las caracteristicas del péptido AB-42 sintético o producido en E. coli no varian (Walsh et al.,
2009). Adicionalmente, se ha demostrado que el tratamiento de C. elegans con otros péptidos
amiloides a través de su expresion en E. coli permite su internalizacion a través del intestino e
induce efectos sistémicos (Perni et al., 2021) y especificamente la expresion de AP genera un dafio
en la membrana intestinal del nematodo (Julien et al., 2018). Este trabajo muestra que esta
estrategia también puede utilizarse para evaluar en C. elegans péptidos con posible efecto

terapéutico frente a AP.

Los ensayos de viabilidad en la cepa y en CL802 corroboran la ausencia de toxicidad de los
péptidos A30W, M35C y K28A, previamente observada en cultivo celular (Estrada-Rodriguez et

al., 2019). De forma similar, el péptido WT exogeno no afectd la viabilidad de los nematodos
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control. Aunque se ha encontrado que la exposicion a bacterias E. coli que expresan AP induce
dafio al intestino (Hassan et al., 2009; Julien et al., 2018; Shea et al., 2019), no se han reportado

efectos sistémicos.

En la cepa CL2006 con expresion de AP en musculo, el tratamiento con el péptido WT exdgeno
fue toxico al disminuir el tiempo de vida de los nemétodos. Por su parte, los péptidos mutantes
lograron incrementar el tiempo de vida de los gusanos, sugiriendo un mecanismo de proteccion
contra la toxicidad de AP endogeno. Otros estudios han relacionado la extension de la viabilidad
de nematodos CL2006 con la disminucion del nimero de depositos de AP (Diomede et al., 2013).
En relacion con lo anterior, las variantes ya han demostrado anteriormente una disminucion en la
tendencia a formar agregados (Estrada-Rodriguez et al., 2019; Fay et al., 2002; Shuaib et al., 2020),
ademds de la capacidad de disminuir la formacion de agregados del péptido WT (Estrada-
Rodriguez et al., 2019). Esto concuerda con los resultados obtenidos, en los que se observo una
disminucién de la formacién de agregados insolubles en los gusanos CL2006 en respuesta al
tratamiento con K28A y M35C. En el caso del péptido WT, no se observd una diferencia
significativa en la agregacion, por lo que debe existir otro mecanismo por el cual el péptido exdgeno

contribuya a la toxicidad.

Por su parte, el péptido A30W logro extender el tiempo de vida de nematodos control y de
nematodos con expresion de AP muscular, sin disminuir la agregacion en la cepa CL2006. Estos
resultados sugieren que el tratamiento con A30W afecta el envejecimiento de forma independiente
de su interaccién con el péptido AP endogeno. En estudios previos se ha encontrado que la
proteccion contra AP en cepas de C. elegans transgénicas es dependiente del factor de transcripcion
DAF-16 (Keowkase et al., 2010; Wang et al., 2016; Y. Zhang et al., 2025). DAF-16 forma parte
de la via de sefalizacion de la Insulina y el Factor de Crecimiento Similar a la Insulina (IIS) en el
nematodo, actuando rio abajo del receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 DAF-2.
La disminucién de la activacion de DAF-2 lleva a la translocacion de DAF-16 al ntcleo, donde
regula la expresion de genes involucrados en la respuesta a estrés por calor, ROS, patdogenos y
proteinas mal plegadas (Halaschek-Wiener et al., 2005; Lee et al., 2003) . En conjunto, la
activacion de DAF-16 y la regulacion de sus genes blanco protegen a los nematodos contra el estrés
y extienden su viabilidad (Henderson & Johnson, 2001). De forma similar, el factor de

transcripcion FOXO3A, el homoélogo de DAF-16 en mamiferos, también se ha asociado a vidas
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mas longevas en humanos. Ademas, se ha encontrado que una disminuciéon de FOXO3A en suero
se correlaciona con un incremento en el riesgo de desarrollar AD, lo que sugiere una posible
interaccion del factor de transcripcion con el péptido A y otros factores asociados a la enfermedad
(Du & Zheng, 2021; Q. Liu et al., 2025; Pradhan et al., 2020). Especificamente en C. elegans, la
produccion constitutiva de AP puede inducir la sobreexpresion del gen de DAF-16 y sus genes
blanco (Gallrein et al., 2021; Godini et al., 2019; Lichty et al., 2025), lo cual crea un fenomeno de
hormesis en el que las bajas dosis de AP en nematodos jévenes generan un fenotipo resistente al
estrés por calor (Lichty et al., 2025). Es posible que los efectos observados tras el tratamiento con
A30W se deban a la activacion de DAF-16. En nuestros experimentos se observd que la sefial
nuclear de DAF-16::GFP era més evidente en los nematodos TJ356 expuestos al péptido A30W,
sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el nimero de nematodos con fenotipos
citosolicos o intermedios entre nuestros grupos. Por lo tanto, se requieren estudios adicionales para
determinar el posible papel de DAF-16 en el efecto protector de A30W. También es posible que
estén involucrados otros factores relacionados a la toxicidad amiloide y la longevidad, por ejemplo,
la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) y el factor inducible por hipoxia I (HIF-1) (Lichty
et al., 2025; Uno & Nishida, 2016; Xue et al., 2024).

Por otro lado, entre los péptidos mutantes, unicamente M35C logro6 retrasar el inicio de la paralisis
en la cepa CL4176. A diferencia de CL2006, los nematodos CL4176 muestran un fenotipo mas
agudo, con la paralisis de los nematodos ocurriendo antes de la aparicion de agregados amiloides,
lo que sugiere que la toxicidad se debe a la presencia de oligdmeros de AP en esta cepa (Drake et
al., 2003). Se ha reportado que la metionina del residuo 35 esta directamente relacionada con la
formacion de oligomeros (Bitan et al., 2003; Durell et al., 2022), por lo que su sustitucion por
cisteina podria reducir la presencia de estas especies toxicas. Por su parte y de forma inesperada,
el péptido WT también provoco un retraso en la paralisis de los nematodos. Es posible que este
efecto se deba a la capacidad de los agregados amiloides fibrilares para secuestrar oligomeros

(Gaspar et al., 2010; A. Yang et al., 2017) , reduciendo sus efectos toxicos.

Se ha reportado que la expresion del péptido AP muscular en C. elegans afecta el desove,
probablemente debido a una afeccion de las neuronas que controlan la contraccion de los muisculos
de la vulva de los nematodos hermafroditas (Estevez et al., 2012; Gallrein et al., 2021). Sin

embargo, bajo nuestras condiciones no observamos diferencias en la fecundidad de los nematodos
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transgénicos CL2006 en comparacion con la cepa control, y ninguno de los tratamientos afecto el
numero de larvas ni de huevos. Ademas de una disminucion en la progenie, otra afeccion en el
desove provoca la eclosion de los huevos dentro del neméatodo, resultando en la muerte de la madre.
Esta retencion de huevos se asocia con el envejecimiento o con un estrés ambiental como la falta
de comida (J. Chen & Caswell-Chen, 2004; Mignerot et al., 2024; Pickett & Kornfeld, 2013).
Durante los ensayos de viabilidad realizados con los tratamientos con K28A y M35C, se
observaron pocos eventos de eclosion interna y sin diferencias entre los grupos, lo que coincide
con la ausencia de cambios en la fertilidad. Por el contrario, durante el ensayo con el péptido A30W
se observd un aumento significativo en los eventos de eclosion interna de los nematodos CL2006
en comparacion con los gusanos control. Ademas, el tratamiento con el péptido A30W disminuyd
de forma significativa los eventos. Es posible que una pequefia variaciéon en alguna de las
condiciones de los experimentos sea responsable de esta diferencia en los eventos de eclosion

interna, pero es necesario realizar mas estudios para determinar la variable.

Uno de los principales mecanismos de toxicidad del péptido AP es la induccion de estrés oxidativo
a través de distintas vias, entre ellas la interaccion con metales y la interrupcion de la cadena
respiratoria mitocondrial (Tamagno et al., 2021). El residuo M35 es particularmente relevante, ya
que su oxidacion lleva a la formacion de un cation radical sulfuranilo (Butterfield & Sultana, 2011),
por lo tanto, su sustitucion reduce la produccion de ROS en cultivo celular y en el nematodo
(Butterfield & Sultana, 2011; Estrada-Rodriguez et al., 2019; Yatin et al., 1999). En este trabajo,
se observo una disminucion de la cantidad de ROS en nematodos CL802 tratados con M35C en
comparacion con los tratamientos con los péptidos WT y A302. Sin embargo, no se observo
diferencia respecto al control. Por el contrario, los efectos observados en los nematodos CL4176
fueron distintos. En esta cepa, el contenido de proteinas oxidadas aumenta significativamente 32

horas después de la induccion de la expresion de AP muscular (Drake et al., 2003).

Los tratamientos con M35C y WT no afectaron el estrés oxidativo en los gusanos CL4176;
unicamente el péptido K28A logr6 disminuir los niveles de ROS. Es posible que M35C ejerza un
efecto antioxidante en gusanos control, pero resulta ineficaz en presencia de AP constitutivo.
Aunque otros compuestos han mostrado mediar en la proteccion de nematodos transgénicos contra
AP mediante la reduccién del estrés oxidativo (Gutierrez-Zepeda et al., 2005; X. G. Zhang et al.,

2016), nuestros resultados muestran que la paralisis de los nematodos CL4176 no esté relacionada
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con el estrés oxidativo. De forma similar, en otro estudio se encontr6 que el rescate del fenotipo de
paralisis mediante el extracto EGb 761 del arbol Ginkgo biloba se asociaba al nimero de
oligdbmeros de AP y no a los niveles de HoO> (Wu et al., 2006). Por su parte, A30W increment6 la
cantidad de ROS de forma aparente en los nematodos CL802 y de manera significativa en CL4176.
El aumento de los niveles de ROS se ha relacionado con la extension de la viabilidad y con el
incremento de la resistencia al estrés oxidativo en multiples cepas (Dues et al., 2017), lo que podria

asociarse especificamente con el efecto de A30W en los neméatodos.

El péptido AP también ha demostrado alterar la homeostasis del calcio mediante multiples
mecanismos, entre ellos la formacién de poros en la membrana que permiten la entrada de Ca*" a
la célula (Bezprozvanny & Mattson, 2008). En C. elegans, se ha reportado que la exposicion a una
alta concentracion de calcio extracelular exacerba la toxicidad de AP (Z. Zheng et al., 2022).
Ademas, se ha observado la formacion de poros en el nematodo, que generan flujos de calcio
anormales y permiten la localizacion de AP en otros tejidos a partir de las células de expresion
(Gallrein et al., 2021). Debido a esto, en este estudio se esperaba observar un aumento de la sefial
de calcio en los nematodos que expresan APy el sensor de calcio GCamP. Sin embargo, se observo
lo contrario, con una menor fluorescencia en los nematodos CL4176xTJ356 en comparacion con
los controles, y sin diferencia entre los tratamientos. Es posible que, en el tiempo evaluado, el
fenotipo de pardlisis ya esté tan avanzado que no permita detectar el aumento del calcio. Por otro
lado, si se observaron diferencias entre los tratamientos en los nematodos control, con un aumento
de la sefial con el péptido A30W y una reduccion con el péptido K28A. Estos resultados reflejan

el comportamiento observado en los ensayos de estrés oxidativo.

Los niveles de calcio se asocian estrechamente con los niveles de ROS. Un aumento del Ca**
intracelular induce la activacion de las NADPH oxidasas, lo que lleva al incremento de las ROS,
mientras que las altas concentraciones de ROS activan los transportadores de calcio membranales,

incrementando los niveles de Ca?" intracelular (Madreiter-Sokolowski et al., 2020).

Un elemento central en la patogenia de la EA es la desregulacion del sistema inmune. En particular,
la agregacion de AP lleva a una activacion de la microglia, lo que inicialmente favorece la
eliminacion de los agregados. Posteriormente, la activacion constante afecta la funcion de estas
células, induce un estado de inflamacion cronica y contribuye a la formacion de agregados y a la

activacion del sistema inmune periférico (Gol Mohammad Pour Afrakoti et al., 2025). Por lo tanto,
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se buscaria que las mutaciones evaluadas disminuyeran el impacto del péptido AP sobre el sistema
inmune como parte de su efecto terapéutico. Sin embargo, el modelo utilizado en este trabajo
presenta la limitacion de no contar con un sistema inmune adaptativo ni con células inmunitarias
moviles especializadas. En cambio, C. elegans hace uso de una serie de vias evolutivamente
conservadas que se activan en respuesta a la presencia de patégenos, incluyendo al ya discutido
factor de transcripcion DAF-16 (Pukkila-Worley & Ausubel, 2012). Como se menciond
anteriormente, no se observo una diferencia significativa en el fenotipo de localizaciéon de DAF-16
en los nematodos, aunque si se observo una localizacién nuclear mas evidente en los gusanos
tratados con A30W y K28A. Muchas de estas vias de sefalizacion de la inmunidad innata se
traslapan con la respuesta a otros tipos de estrés biodtico y abidtico (Martineau et al., 2021). En
particular, DAF-16 promueve la autofagia mediante la activacion de la expresion de genes como

lgg-1 (Lange et al., 2025).

La evaluacion de la autofagia fue de particular interés, ya que se ha reportado que la desregulacion
de este proceso se asocia con la EA (Lior et al., 2025). En C. elegans, la toxicidad de AP se asocia
tanto a la sobreexpresion como a la inhibicion de la autofagia, lo que destaca la importancia de su
correcta regulacion (Florez-McClure et al., 2007; H. Lin et al., 2022). En este estudio, se observo
una disminucion en el nimero de puntos con fluorescencia de GPF::LGG-1 en nematodos AMH43
de 5y 10 dias de edad tratados con M35C, y en nematodos de 10 dias tratados con A30W. De
acuerdo con Chang et al., (2007), la cantidad de puntos de LGG-1 en los gusanos incrementa con
la edad en la faringe, las neuronas, el intestino y el misculo. Ademas, este aumento parece reflejar
una disminucién en la autofagia relacionada con el envejecimiento (Chang et al., 2017). Aunque
en este trabajo se contabilizaron menos puntos fluorescentes en los nematodos mas envejecidos,
estos se observaron exclusivamente en la faringe, a diferencia de los nematodos de 5 dias, que
presentaron la sefial de fluorescencia principalmente en la hipodermis. Es posible que la reduccion
de los puntos de GPF::LGG-1 causada por los tratamientos con A30W y M35C se asocie con una
proteccion contra la disfuncion de la autofagia asociada a la edad; sin embargo, se requieren

experimentos adicionales para confirmar esta hipotesis.

En general, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los péptidos A30W, K28A y
M35C protegen contra la toxicidad de AP en un modelo de C. elegans mediante distintos

mecanismos, entre ellos la disminucion de los agregados, la reduccion de ROS, la regulacion del
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calcio, asi como la activacion de DAF-16 y la regulacion de la autofagia. Andlisis posteriores
podrian confirmar la aplicabilidad de estos péptidos en el desarrollo de tratamientos para la

enfermedad de Alzheimer.
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9. CONCLUSIONES

Las variantes del péptido AP K28A y M35C protegen a los nematodos CL2006 contra la toxicidad

de los agregados insolubles de AP mediante la disminucion de agregados insolubles.

La variante A30W extiende la vida de nematodos CL2006 y CL802 contra la toxicidad de los

agregados insolubles de AP, sugiriendo un efecto no especifico.

El tratamiento con los péptidos M35C y WT protege nematodos CL4176 contra la toxicidad de

oligobmeros AP al retrasar el establecimiento del fenotipo de paralisis.
El péptido K28A disminuye el estrés oxidativo en nematodos CL4176 sin alterar la paralisis.
Los péptidos A30W y K28A alteran el flujo de calcio en nematodos CL802xHBR4.

Los péptidos A30W y K28A podrian activar el factor de transcripcion DAF-16 en nematodos
TI356.

Los péptidos A30W y M35C regulan la autofagia en nematodos AMHA43.
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10. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que las variantes A30W, K28A y M35C protegen
contra la toxicidad de AP mediante multiples mecanismos. Sin embargo, es necesario investigar
con mayor profundidad las vias moleculares implicadas en la proteccion inducida por estos
péptidos. Entre los posibles experimentos a realizar se encuentra la evaluacion de la expresion
génica en los nematodos. En particular, el factor de transcripcion daf-16 y algunos de sus genes
blanco, incluyendo /gg-1, hsp-16 y sod-3,; ademas de otros factores cuyas vias estan involucradas
en la resistencia al estrés, la longevidad y la proteccion contra la toxicidad de AP en C. elegans,
por ejemplo, HIF-I, AMPK y SKN-1. A su vez, para verificar si las sustituciones pueden
incrementar el efecto hormético observado tras la exposicion de los nematodos a Ap WT, seria
interesante evaluar la resistencia de los gusanos a altas temperaturas y al estrés oxidativo, entre
otros, tras su tratamiento con las variantes. Otros puntos para explorar incluyen la incorporacion
de técnicas adicionales al reportero GFP::LGG-I para evaluar los cambios en la autofagia. Es
importante verificar si el cambio observado es debido a una disfuncion en la autofagia, o a una

mejora en la funcion.

Anteriormente, se demostr6 in vitro que la interaccion directa entre las variantes y el péptido WT
inhibe la agregacion de este Gltimo. Sin embargo, con la metodologia empleada en este trabajo no
fue posible determinar si los efectos observados en el nematodo se deben a la interaccion entre los
péptidos o a un efecto indirecto derivado de la modulacion de vias celulares relacionadas con el
estrés. Por lo tanto, una perspectiva consiste en el uso de péptidos marcados con reporteros
fluorescentes que permitan monitorear su localizacion en el nematodo a partir de su tratamiento,
para determinar si el efecto es debido directamente a la interaccion directa con las variantes y el
péptido WT o si es debido a la activacion de alglin mecanismo celular implicado. Este tipo de
estrategias también nos permitiria evaluar la agregacion en tiempo real en los nematodos, por

ejemplo, mediante microscopia de tiempo de vida de fluorescencia (FLIM).

Finalmente, es esencial trasladar el estudio de las variantes A30W, K28 A y M35C a otros modelos
animales que permitan evaluar aspectos de la patologia que no son posibles de modelar en el

nematodo, incluyendo el papel de células inmunitarias especializadas.
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