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VI.- Resumen

La respuesta integrada al estrés (ISR, del inglés “integrated stress response”) es
una via de sefalizacién que se activa con diversos estimulos, y supervisa las condiciones
del ambiente a través de cuatro quinasas que, cuando se activan, fosforilan la subunidad «
del factor iniciador de la traduccién eucarionte 2 (elF2a). La fosforilacion de elF2a inhibe la
sintesis de proteinas e induce la reprogramacion de la expresion génica hacia la
recuperacion de la homeostasis, promoviendo la adaptacion. Una de las quinasas de la ISR
es la proteina GCN2 (del inglés, “general control nonderepressible 2”), que detecta la
deficiencia de aminoacidos. La autofagia, que es un proceso de degradacion intracelular
que permite obtener aminoacidos mediante la degradacion de componentes intracelulares,
es inducida rio abajo de la activacion de la GCN2, en ciertos modelos celulares y tejidos.
La autofagia es esencial para la mantencion de la homeostasis en el sistema nervioso
central (SNC), sin embargo, se desconoce si forma parte del mecanismo adaptativo
inducido por la GCN2 en condiciones de deficiencia de aminoacidos especificamente en el
SNC. En esta Memoria de Titulo se evalud la activacion de la autofagia, y la contribucion
de la GCN2 en esta activacion, en el SNC de ratones, en respuesta a un estimulo activador
de la GCN2: una dieta baja en proteinas (DBP). La DBP se administré por seis semanas, y
en este periodo se monitored el estado general de los animales. Los resultados mostraron
que la GCN2 esta involucrada en el control del peso corporal, la glicemia y la funcién
motora, y esta regulacion es opuesta en machos y hembras: ante una DBP, en hembras, la
GCN2 mantiene en homeostasis los parametros evaluados, mientras que en machos, la
quinasa modifica estos parametros. Los analisis bioquimicos de la corteza motora y el
hipotalamo mostraron que la activacion de la ISR mediada por la GCN2 fue tejido-
dependiente: en respuesta a la DBP, la ISR se activé en el hipotalamo, pero no en la corteza
motora, tanto en machos como en hembras. Por otro lado, la activaciéon de la autofagia en
respuesta a la DBP fue sexo-dependiente: se observd la probable activacion GCN2-
dependiente de la autofagia en la corteza motora y el hipotalamo de los machos, no asi en
hembras. Un efecto transversal de la DBP observado fue la regulacién ejercida por la GCN2
sobre elF2a: en todos los grupos se observaron cambios en los niveles de elF2a, que fueron
genotipo-dependientes. Esto revela la existencia de una forma indirecta de control de la
activacion de la ISR, mediante la modulacién de la abundancia del centro integrador de la
via. En resumen, los resultados sugieren que la activacion de la autofagia es parte del
mecanismo adaptativo promovido por la GCN2 en el sistema nervioso central ante una

disminucion de la disponibilidad de aminoacidos en machos, pero no en hembras.



VII.- Abstract

Evaluation of the role of GCN2 kinase in autophagy regulation in the central nervous

system of a murine model

The integrated stress response (ISR) is a signaling pathway that can be activated by
various stimuli and oversees environmental conditions through four kinases that, when
activated, phosphorylate the a subunit of eukaryotic translation initiation factor 2 (elF2a).
Phosphorylation of elF2a halts protein synthesis and reprogramms gene expression
towards the recovery of homeostasis, promoting adaptation. One of the ISR kinases is the
general control nonderepressible 2 protein (GCN2), which senses amino acid deficiency.
Autophagy, an intracellular degradation process that provides amino acids by degrading
intracellular components, is induced downstream of GCN2 activation in certain cell models
and tissues. Autophagy is essential for the maintenance of homeostasis in the central
nervous system (CNS), however, it is unknown whether it is part of the adaptive mechanism
induced by GCN2 under amino acid deficiency specifically in the CNS. In this research, we
evaluated the activation of autophagy and the contribution of GCN2 in this activation in the
CNS of mice in response to a GCN2-activating stimulus: a low protein diet (LPD). The LPD
was administered for six weeks, and during this period animals’ general condition was
monitored. The results showed that GCN2 is involved in the control of body weight, glycemia
and motor function, and this regulation is opposite in males and females: in response to a
LPD, GCN2 maintains homeostasis in females, while in males, the kinase modifies these
parameters. Biochemical analyses of the motor cortex and hypothalamus showed that
GCN2-mediated ISR activation was tissue-dependent: in response to the LPD, the ISR was
activated in the hypothalamus but not in the motor cortex in both male and female mice. On
the other hand, autophagy activation in response to the LPD was sex-dependent: likely
GCN2-dependent activation of autophagy was observed in the motor cortex and
hypothalamus of males, but not in females. A cross-sectional effect of the LPD was the
regulation exerted by GCN2 on elF2a: changes in elF2a levels, which were genotype-
dependent, were observed in all groups. This reveals the existence of an indirect manner of
control of ISR activation by modulating the abundance of the integrating center of the
pathway. In summary, the results suggest that autophagy activation is part of the adaptive
mechanism promoted by GCN2 in the central nervous system upon a decrease in amino

acid availability in male, but not in female mice.



1.- Introduccion

La respuesta integrada al estrés (ISR, del inglés “Integrated Stress Response”) es
una via de sefializacién que se activa frente a distintas condiciones, tales como estrés
oxidativo, alteraciones en la homeostasis proteica, infecciones virales, entre otras’. La ISR
sensa las condiciones del ambiente a través de cuatro proteinas quinasas: la quinasa
dependiente de ARN de doble hebra (PKR), la quinasa del reticulo endoplasmico tipo-PKR
(PERK), la quinasa hemo-regulada (HRI) y la quinasa de control general de aminoacidos
no derreprimible 2 (GCN2)2. Cuando una de estas quinasas se activa, fosforila en un nico
residuo al elemento integrador de la ISR: el factor de iniciacion de la traduccién eucarionte
2 (elF2), especificamente en la subunidad a (elF2a). elF2, junto con una molécula de GTP
y el ARN de transferencia iniciador cargado con metionina, forman el denominado “complejo
ternario”, que es necesario para el inicio de la traduccién de ARN mensajeros. El complejo
ternario es imprescindible para el inicio de la traduccién de transcritos con marcos de lectura
abiertos que inician con el codén AUG, es decir, la traduccion CAP-dependiente®. Para la
formacion del complejo ternario, en primer lugar la molécula de GDP unida a elF2 debe ser
intercambiada por GTP, y esta reaccion es catalizada por un factor intercambiador de
nucleotidos de guanina especifico, denominado elF2B. Cuando elF2 es fosforilado (en su
subunidad o) por alguna de las quinasas de la ISR, se impide estéricamente la actividad
catalitica de elF2B, por consiguiente, no se puede intercambiar la molécula de GDP unida
a elF2 por GTP, impidiendo la formacion del complejo ternario’. De este modo, la
fosforilacion de elF2a genera una disminucion de la disponibilidad del complejo ternario v,
en consecuencia, inhibe la sintesis proteica general a través de un arresto general de la
traduccion de ARN mensajeros (Figura 1). Sin embargo, ciertos mensajeros que contienen
marcos de lectura abiertos rio arriba (UORF, del inglés “upstream open reading frame”)
escapan de este arresto traduccional, como lo es el transcrito que codifica para el factor
activador de la transcripcion 4 (ATF4)*°. Una vez traducido, ATF4 transloca al nucleo e
induce la expresion de genes de respuesta a estrés, permitiendo la adaptacion a las nuevas
condiciones y el eventual restablecimiento de la homeostasis®. La ISR participa en
diversos procesos, entre los cuales se encuentran la formacion de memoria y la plasticidad
sinaptica’ y la respuesta inmune innata’, entre otros. En particular, en el sistema nervioso
central (SNC), la ISR participa tanto en su fisiologia como en las patologias que lo afectan’.
Por ejemplo, se ha descrito que la quinasa GCN2 regula la plasticidad sinaptica®. Por otro

lado, se ha descrito en modelos murinos de la enfermedad de Alzheimer que los niveles de



fosforilacion de elF2a se encuentran aumentados y que la inhibicion farmacoldgica de las
consecuencias de la activacion de la ISR revierte, en parte, el fenotipo cognitivo del modelo
de la enfermedad®. Ademas, se han asociado variantes génicas de algunas quinasas de la
ISR a retrasos en el desarrollo neuroldgico'®, entre otros ejemplos™. Por lo tanto, la ISR es

una via de sefializacion importante en el SNC.
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Figura 1. La respuesta integrada al estrés (ISR). Las quinasas de la ISR (GCN2, PKR,
HRI y PERK) se activan por distintos estimulos, y fosforilan a la subunidad o del factor de
iniciacién de la traduccion eucarionte 2, elF2a. La fosforilacion de elF2a inhibe a elF2B, que
intercambia la molécula de GDP unida a elF2a por una molécula de GTP, impidiendo la
formacion del complejo ternario. En estas condiciones, se inhibe la traduccién general de
mensajeros, y se traducen transcritos que contienen marcos de lectura alternativos (UORFs,
ver texto) y que escapan del arresto traduccional. El mensajero codificante para el factor
activador de la transcripcion 4 (ATF4) es uno de los mensajeros traducidos en condiciones
de la fosforilacion de elF2a. ATF4 transloca al nucleo y promueve la expresion de genes de
respuesta a estrés, generando un nuevo perfil transcripcional orientado a la adaptacion.
Figura de Ariel Tapia, modificada.



Esta Memoria de Titulo se centra en la GCN2, que es una quinasa que se activa en

451213 3 través de la deteccion de la

condiciones de bajos niveles de aminoacidos
acumulacion de ARNs de transferencia (ARNt) no cargados®'. Mas especificamente, los
ARNt no cargados (debido a la disminucion de la disponibilidad de aminoacidos) se unen al
dominio “tipo His-RS” de la GCN2'*, generando un cambio conformacional que permite la

activacion de la quinasa mediante autofosforilacion'".

La quinasa GCN2 activada
(fosforilada), luego fosforila a elF2 e induce la secuencia de eventos rio abajo (inhibicién de
la sintesis proteica y reprogramacion de la expresion génica), permitiendo la adaptacion a
la deficiencia de aminoacidos detectada. La adaptacion promovida por la GCN2 es
efectuada mediante cambios en la expresion génica que permiten recuperar el balance
nutricional y la homeostasis'®'°. La activacion de la GCN2 promueve la expresion de genes
asociados al metabolismo aminoacidico, tales como transportadores de aminoacidos,
genes de rutas biosintéticas de aminoacidos, entre otros®'®%. También se promueve la
expresion de genes asociados a la resistencia al estrés oxidativo® y a la induccion de la

autofagia®®?'

. Se ha propuesto que la induccion de la autofagia, que es un proceso de
degradacion y reciclaje de componentes intracelulares?, permite obtener los aminoacidos
necesarios para la traduccion de los transcritos generados como consecuencia de la

activacion de la GCN2'%2

. Ademas, la recuperacion de los niveles de aminoacidos es
necesaria no solo para la sintesis proteica, sino también para la produccién de ATP
mediante el ciclo del acido citrico, y para la resistencia al estrés oxidativo, mediante la
mantencion de los niveles fisioldgicos de especies reductoras®. Por lo tanto, la activacion
de la autofagia es un evento fundamental de la activacion de la GCN2 en el proceso
adaptativo para la mantencion del metabolismo aminoacidico y la homeostasis celular®.
La autofagia es un proceso de degradacion intracelular, que se activa en condiciones
de deficiencia de nutrientes o ante el agotamiento de energia®*?*. Este proceso permite
obtener aquellos nutrientes faltantes a partir de la degradacion de componentes
intracelulares. Por otro lado, mediante la autofagia también es posible eliminar proteinas
mal plegadas, organelos dafiados o componentes celulares que requieren un recambio®,
La Figura 2 muestra el proceso de autofagia esquematizado. La autofagia comienza con la
formacion de una estructura lineal de doble membrana, denominada fagoforo, que se
expande hasta formar una estructura circular cerrada denominada autofagosoma?®?. Al
interior del autofagosoma se encuentra el contenido destinado a la degradacion, que puede
haber sido movilizado alli mediante la accién de receptores de autofagia, como lo es p62%,

En el proceso de elongacion del fagoforo intervienen distintas proteinas, entre ellas, la



proteina asociada a la autofagia 7 (Atg7) y la forma activa de la proteina asociada a
microtubulos 1 de cadena liviana 3B (LC3, que se encuentra en su forma LC3-l en el
citoplasma y, al ser procesada a su forma activa LC3-Il, se une a la membrana del fagoforo
y promueve su expansion)??. Luego, el autofagosoma se fusiona con un lisosoma y se
mezcla el contenido de ambas estructuras. La estructura resultante de la fusion se
denomina autolisosoma. Tras la fusion, las enzimas provenientes del lisosoma degradan el
contenido del autolisosoma, incluyendo la membrana interna derivada del autofagosoma.
Posteriormente, las moléculas resultantes son liberadas al citoplasma, para ser
recicladas®. De esta manera, a través del suplemento de las moléculas faltantes, la
autofagia contribuye a la fina regulaciéon del metabolismo celular y la mantencion de la

homeostasis.
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Figura 2. Esquema general simplificado de la autofagia. La autofagia comienza con la formacién
de una estructura de doble membrana denominada fagéforo (1), que se expande hasta formar una
estructura cerrada denominada autofagosoma (2). Al interior del autofagosoma se encuentra el
contenido que sera degradado. En la elongacioén del fagéforo interviene, entre otros, la proteina LC3.
LC3 habitualmente se encuentra en su forma LC3-1y, tras la activacion de la autofagia, es procesada
a su forma activa, LC3-Il. LC3-Il promueve la expansion de la membrana del fagéforo, hasta formar
el autofagosoma. El autofagosoma resultante luego se fusiona con un lisosoma (3), formando el
autolisosoma (4). Tras la fusion, las enzimas lisosomales degradan el contenido del autolisosoma
(5), y las moléculas resultantes son liberadas al citoplasma, para ser recicladas. Adaptado de 2°.
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Por otro lado, la autofagia, como proceso que permite la adaptaciéon y sobrevida
celular, es esencial en el SNC, particularmente en las neuronas. Dada la naturaleza
altamente especializada y no proliferativa de las neuronas, resulta fundamental controlar
finamente la homeostasis proteica y el estado de los distintos componentes de estas
células?®. Asi, la autofagia permite evitar la acumulacion de componentes que requieren ser
eliminados de las neuronas, manteniendo la homeostasis; y ademas permite obtener
nutrientes esenciales en caso de escasez, favoreciendo la sobrevida celular, evitando asi
la irreversible pérdida de neuronas®. La relevancia de la autofagia en neuronas fue
demostrada por Komatsu y colaboradores (cols.)?’, quienes observaron que animales
deficientes en el gen codificante para Atg7, enzima fundamental para la autofagia,
desarrollan un fenotipo neurodegenerativo, reflejado en un retardo en el crecimiento,
deficiencias motoras, atrofia cortical y una sobrevida no mayor a veintiocho semanas, entre
otros. Este resultado evidencia que la autofagia es un proceso fundamental en el SNC.

Se ha descrito que la activacion de la GCN2 activa la autofagia en condiciones de
deficiencia de aminoacidos, en levaduras® y en células de mamifero (derivadas de

202128 v de humano?). En fibroblastos de ratdn, B’chir y cols.?" describieron que la

ratén
induccion de la autofagia que ocurre en respuesta a una deficiencia de leucina es mediada
por la actividad de la GCN2 y de ATF4, a través de la induccion de la expresion de genes
autofagicos, tales como atg7, Ic3 y p62. Ademas, en el mismo modelo, Ye y cols.?
describieron que la activacion de la GCN2 promueve la expresion de la proteina reguladora
de la autofagia Sestrina2 (Sesn2). Sesn2 regula la autofagia mediante la inhibicién del
complejo mTORCH1, el cual inhibe la autofagia ante niveles suficientes de aminoéacidos°.
Por lo tanto, la proteina Sesn2, mediante el bloqueo de este mecanismo inhibitorio de la
autofagia, permite la progresion del proceso degradativo. Por otro lado, Maurin y cols.®'
evaluaron el rol de la GCN2 en la induccién de la autofagia in vivo. En este trabajo se mostro
que la deficiencia del aminoacido leucina en la dieta por una hora activa la autofagia en el
higado de ratdn, y que este efecto es dependiente de la quinasa GCN2. Es decir, la actividad
de la GCN2 modula la autofagia ante una deficiencia de aminoacidos. No obstante, a pesar
de que se conoce el rol de la GCN2 en la regulacion de la autofagia, en modelos in vitro y
en el higado, se desconoce si la quinasa GCN2 induce la autofagia especificamente en el
SNC. A partir de lo expuesto anteriormente, y considerando el efecto adaptativo que tiene
la autofagia en el SNC, entender el mecanismo por el cual se promueve este proceso en el

cerebro es de gran relevancia.



En el SNC existen regiones especificas que detectan desbalances de nutrientes, en
particular, en los niveles de aminoacidos circulantes, y controlan la ingesta de alimentos en
funcion de estos desequilibrios. Una de las regiones del SNC que es fundamental en la
regulacion de los niveles de aminoécidos es el hipotalamo®*~°, Al detectar una deficiencia
de aminoacidos, el hipotalamo responde promoviendo la produccién de neuropéptidos que
inducen cambios en la ingesta de alimento, con el objetivo de recuperar el balance
aminoacidico. Ademas, a nivel intracelular, se inducen vias de sefalizacién asociadas a
condiciones de deficiencia de aminoacidos®***". Por ejemplo, se ha descrito que en el
hipotalamo de ratones sometidos a dietas bajas en proteinas durante doce semanas, se
induce la expresion de genes involucrados en la sefializacion de la ISR'™. Ademas, se ha
descrito que ante una deficiencia de leucina en la dieta, se activa la GCN2 en el hipotalamo,
y esta activacion es necesaria para la regulacion hipotalamica de la alimentacion®:.

Por otro lado, se ha descrito que ante una deficiencia de nutrientes se induce la
autofagia en las neuronas que expresan el péptido relacionado a Agouti (AgRP), un tipo de
neuronas especifico del hipotadlamo®?. Las moléculas movilizadas, como consecuencia de
la autofagia inducida, son las que permiten efectuar el mecanismo regulador de la
alimentacion®. Por lo tanto, la induccion de la autofagia es fundamental en la respuesta del
hipotalamo a la deficiencia nutricional y el restablecimiento del balance de nutrientes,
adquiriendo aun mas relevancia este proceso degradativo en el SNC y en el hipotalamo en
particular.

En resumen, evaluar el rol de la GCN2 en la modulacién de la autofagia en el SNC
y especificamente en las regiones del SNC involucradas en la regulacién de los niveles de
aminoacidos, como el hipotalamo, es de gran relevancia.

La mantencién de los niveles fisiolégicos de aminoacidos es necesaria para la
mantencion de la homeostasis, especialmente en el SNC**%* y, para esta mantencion, el
mecanismo adaptativo ejercido por la quinasa GCN2 es fundamental. Por ejemplo, los
ratones que portan una mutacion que aumenta el catabolismo (degradacion) de
aminoacidos que son esenciales, tienen niveles disminuidos de estos aminoacidos. En
condiciones de ausencia de la GCNZ2, los animales no responden a esta disminucién de
aminoécidos esenciales, y esto resulta en la muerte (sobrevida no mayor a quince dias)*.
La quinasa GCN2 es, por lo tanto, esencial para mantener niveles adecuados de
aminoacidos, especialmente en el SNC. Dado este rol fundamental que ejerce la GCN2,
conocer el mecanismo a través del cual la quinasa GCN2 promueve la adaptacion, y la

mantencion de la homeostasis, es sumamente relevante.



Una estrategia ampliamente utilizada para evaluar la activacion de la GCN2 in vivo
consiste en la administracion de dietas bajas en proteinas. El consumo de dietas de
composicion proteica reducida conlleva una rapida disminucion de los niveles plasmaticos

31.3341-43 | 3 disminucion de la concentracion de aminoacidos circulantes

de aminoacidos
tiene como consecuencia una disminucion en los niveles intracelulares de aminoacidos*.
Asimismo, al disminuir la concentracion de aminoacidos intracelulares, los ARNt no pueden
ser cargados con su aminoacido correspondiente, y se produce una acumulacion de los
ARNt no cargados, lo cual tiene un efecto activador de la GCN2. De este modo, la
administracion de dietas bajas en proteinas representa un estimulo activador de la GCN2.
Se ha descrito la activacion de la quinasa GCN2 en ratones alimentados con dietas bajas

en proteinas, ya sea deficientes en aminoacidos especificos o con una reduccién general

13,31,41,42 13,33

de la composicidon proteica, en higado , corteza cerebral*!, hipotalamo'33, entre
otros. Por lo tanto, la administracion de dietas bajas en proteinas a ratones es un estimulo
valido para activar la quinasa GCN2.

En esta Memoria de Titulo se estudié si en condiciones de estrés nutricional, como
lo es la deficiencia de aminoacidos, la quinasa GCN2 promueve la activacion de la autofagia

en el sistema nervioso central.



2.- Hipotesis

La activacion de la respuesta integrada al estrés mediada por la quinasa GCN2

induce la autofagia en la corteza motora y el hipotalamo.

3.- Objetivos general y especificos

3.1. Obijetivo General

Determinar el rol de la quinasa GCN2 en la induccion de la autofagia en la corteza

motora y el hipotdlamo de un modelo murino.

3.2. Obijetivos Especificos (OE)

OE1: Determinar si una dieta reducida en proteinas promueve la autofagia en la corteza

motora y el hipotdlamo de un modelo murino.

OE2: Evaluar si la induccién de la autofagia en la corteza motora y el hipotalamo de un

modelo murino mediante la dieta reducida en proteinas es dependiente de la GCN2.



4.- Materiales y métodos

Para determinar si la activacion de la autofagia forma parte del mecanismo
adaptativo promovido por la activacion de la GCN2, especificamente en el sistema nervioso
central de ratones, animales control (WT) y deficientes en el exén que codifica para el
dominio quinasa de la GCN2 (GCN2KO) fueron alimentados con una dieta que representa
un estimulo activador de la GCN2. Luego se evaluaron marcadores de activacion de la ISR
y de la autofagia por ensayos bioquimicos en la corteza motora y el hipotalamo de los
animales. Se analizd el efecto de la dieta en los distintos grupos experimentales, y
posteriormente se determiné la contribucién de la quinasa GCN2 en la autofagia mediante

la comparacion de los efectos de la dieta observados en los grupos WT y GCN2KO.

4.1.- Animales

Ratones macho y hembra, controles (WT, del inglés “wild-type”, cepa C57BL/6J, 12 machos
y 12 hembras) y deficientes en el exén que codifica para el dominio quinasa de la GCN2
(GCN2KO, The Jackson Laboratory® #008240, 13 machos y 14 hembras), fueron
mantenidos bajo un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, a una temperatura de
22 + 2 °C, con agua y comida (LabDiet® #5001) ad libitum. Cuando los animales cumplieron
los tres meses de edad, fueron alimentados por dos semanas con una dieta con un 20 %p/p
de proteinas (“dieta control”, DC, Research Diets, Inc.® #D11051801). Durante las seis
semanas posteriores, la mitad de los animales se mantuvo consumiendo la DC, y la otra
mitad fue alimentada con una dieta baja en proteinas (DBP, 5 %p/p de proteinas, Research
Diets, Inc.® #D11092301). Durante este periodo, se controld el consumo de alimento:
semanalmente, se entregd una cantidad exacta de alimento, y a la semana siguiente se
peso el alimento restante. El peso corporal de los animales fue registrado semanalmente,
al inicio de cada semana experimental. Los valores promedio del peso corporal de cada
grupo estan indicados en las Tablas 1 (hembras) y 2 (machos) en el Anexo. Se realizaron
mediciones de glicemia cada tres semanas, utilizando tiras reactivas (Abbott Diabetes Care
Ltd. #71361-81, #99649-80). La glicemia se determind después de seis horas de ayuno.
Los valores obtenidos de glicemia promedio en las distintas mediciones se encuentran en
las Tablas 3 (hembras) y 4 (machos) en el Anexo. Durante todo el experimento los animales
fueron mantenidos en el Bioterio de la Fundacién Ciencia & Vida. Los experimentos fueron
autorizados por el Comité de Bioética y Bioseguridad de la Fundacion Ciencia & Vida,
Certificado de Aprobacion Bioética P047/2023.



4.2.- Evaluacion de la funcion motora

Durante la sexta semana de administracion de la DC y la DBP se realizé la prueba motora
de Rotarod (Panlab® #LE8205). La prueba se aplicé dos veces al dia, por cinco dias
consecutivos. Se utilizé un protocolo con aceleracién constante: la velocidad pasaba de 0
a 40 rpm en dos minutos. Por cada animal se realizaron tres mediciones consecutivas, con
pausas de un minuto entre mediciones. Primero se evaluaron todos los animales macho, y
luego las hembras. El equipo fue debidamente limpiado entre mediciones de animales

distintos.

4.3.- Diseccion y procesamiento de tejidos

Una vez finalizada la administracion de dietas, se realizé la eutanasia de los animales
(sobredosis de isofluorano y dislocacion cervical) y la extraccion de la corteza motora y el
hipotalamo para su posterior analisis bioquimico. No se considero6 el estado estral de los
animales para la eutanasia. Los tejidos extraidos se mantuvieron a -80 °C hasta su
procesamiento. Los tejidos se homogeneizaron con un homogeneizador BioVortexer
(Biospec products® 1083MC) en una solucion salina fosfatada con adicion de inhibidores de
proteasas (fluoruro de fenilmetilsulfonilo 3 mM, leupeptina 0,03 mM, antipaina 0,003 mM y
pepstatina 0,003 mM) e inhibidores de fosfatasas (fluoruro de sodio 15 mM, glicerolfosfato
3 mM y ortovanadato de sodio 3 mM). Los homogeneizados se dividieron en dos partes,
para extraer proteinas y ARN. Las proteinas se extrajeron con una solucién de lisis (Cell
Signaling Technology, Inc.® (CST) #9803) con adicion de inhibidores de proteasas y
fosfatasas, y se midi6 la concentracion de proteinas del extracto (Thermo Fisher Scientific,
Inc.® (TFS) #23225). Se extrajo el ARN con el reactivo TRIzol® (TFS #15596018), y se

cuantificd su concentracion mediante la medicion de la absorbancia de los extractos.

4.4.- PCR cuantitativo

A partir del ARN extraido, se sintetizé el ADN complementario (ADNc, TFS #4368813, Bio-
Rad Laboratories, Inc.® #1861096) y luego se realizé el ensayo basado en la reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativo (QPCR). Utilizando partidores especificos (Tabla 5 en
el Anexo, Integrated DNA Technologies, Inc.), se evaluaron los niveles de transcritos
codificantes para LC3 (gen map17/c3b), y como control se analizaron los transcritos
codificantes para actina (actin). El ensayo de qPCR (AT #410088, #401425, Stratagene®,
AT Mx3000P) se realizé midiendo cada muestra por duplicado, utilizando la mezcla Brilliant
Il SYBR® Green (Agilent Technologies (AT) #600828). Se utilizé la siguiente secuencia de
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ciclos: un segmento inicial de un ciclo de 1 segundo a 25 °C, luego un segmento de un ciclo
de 10 minutos a 95 °C, luego un tercer segmento de 40 ciclos de tres etapas (30 segundos
a 95 °C, luego 40 segundos a 58 °C y después 30 segundos a 72 °C), y un segmento final
de un ciclo de tres etapas (1 minuto a 95 °C, 30 segundos a 55 °C y 30 segundos a 95 °C).
Los valores obtenidos para los transcritos de interés se normalizaron con respecto a los

ARNm actina — ARNm de interés

niveles de transcritos de actina mediante la siguiente formula: 2 ). Los

resultados obtenidos se procesaron con el programa GraphPad Prism*.

4.5.- Western blot

A partir de las proteinas extraidas desde los tejidos homogeneizados, se realizaron ensayos
de Western blot. Se evaluaron los niveles proteicos de elF2a (forma fosforilada: CST #3597
y niveles totales: CST #2103), GCN2 (forma fosforilada: Abcam plc #ab75836 y niveles
totales: CST #3302), LC3 (CST #3868), p62 (CST #5114) y Sesn2 (Abcam plc #ab178518);
y como control de carga se utilizaron GAPDH (Proteintech #60004-1-Ig) e Histona H3
(Abcam plc #ab1791). Se realizd una electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones denaturantes (SDS-PAGE) y las proteinas separadas fueron transferidas en
humedo hacia una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF). Luego, las membranas
se incubaron con las soluciones de bloqueo, luego anticuerpo primario y finalmente
anticuerpo  secundario (Invitrogen® #31462, #32230), realizando los lavados
correspondientes. Posteriormente, las membranas se incubaron con una solucion de
revelado (TFS #32106, #34075, #34095), y luego se revelaron en un equipo generador de
imagenes ChemiDoc (BIO-RAD® ChemiDoc Imaging System with Image Lab Touch
Software, medicion de quimioluminiscencia). La intensidad de las bandas obtenidas se
cuantifico utilizando los programa Fiji** e Image Lab (Image Lab 6.1, ® 2020, Bio-Rad
Laboratories, Inc.). Los datos generados se procesaron mediante el programa GraphPad

Prism**.

4.6.- Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism*. En todos los
grupos de datos se aplicé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Para los conjuntos de
datos que presentaron una distribucion normal, se aplicé el Test de t de dos colas con la
correccion de Welch. Para los conjuntos de datos que no tenian una distribucién normal, se
aplico la prueba de Mann-Whitney de dos colas. Todos los analisis se realizaron

considerando un intervalo de confianza del 95%.
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5.- Resultados

Para el desarrollo de la presente Memoria de Titulo, y con el objetivo de determinar
si la activacion de la autofagia forma parte del mecanismo adaptativo promovido por la
activacion de la GCN2 especificamente en el sistema nervioso central de ratones, se disefid
una estrategia experimental que consistié en promover la activacion de la quinasa GCN2 a
través de la entrega de una dieta de contenido reducido en proteinas a un grupo de ratones
control (WT) y a un grupo de animales que son deficientes en el exén que codifica para el
dominio quinasa de la GCN2 (GCN2KO). Especificamente, se utilizé una dieta baja en
proteinas (DBP, 5 %p/p proteinas), y como control, se entregd a los animales una dieta que
contiene un 20 %p/p de proteinas (dieta control, DC). Inicialmente, todos los animales
(ratones adultos macho y hembra) fueron alimentados con la DC durante dos semanas,
para habituarlos al nuevo alimento. Luego, los animales fueron sometidos a las dietas
experimentales (DC y DBP) durante seis semanas. Posteriormente, se determind que la
corteza motora y el hipotalamo serian los tejidos diana del sistema nervioso central para el
analisis de los efectos de la DBP en la autofagia y su dependencia de la GCN2. La seleccion
de la corteza motora se basé en los interesantes resultados obtenidos en la prueba motora
en los grupos con DBP, mientras que el hipotalamo se selecciond debido a su funcion
reguladora de los niveles de aminoacidos y del metabolismo en general®*>*4¢ por lo que
representaba un regién relevante a estudiar en respuesta a una estrategia dietaria con
niveles reducidos de aminoacidos. Se realizaron analisis bioquimicos de la corteza motora
y del hipotdlamo de los animales, para evaluar el marcador caracteristico de la activacién
de la GCN2 y marcadores de autofagia, con el objetivo de determinar la contribucion de la
quinasa GCN2 en la autofagia mediante la comparacion de los resultados de los animales
sometidos a la DC y a la DBP, en los grupos WT y GCN2KO.

5.1.- Caracterizacion de los efectos de la dieta baja en proteinas en indicadores del
metabolismo y la funcion motora de los animales, y la relevancia de la GCN2 en los

efectos observados.

Durante el tratamiento dietario, se realizaron mediciones periddicas de glicemia y
peso corporal, de modo de monitorear el estado general de los animales. Ademas, se
realizé una prueba motora en la ultima semana de administracion de dietas, como parte de

este seguimiento.
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5.1.1.- Caracterizacion de los efectos de la dieta baja en proteinas en el peso corporal,

la glicemia y la funcion motora de ratones hembra, y su dependencia de la GCN2.

Con respecto al peso corporal de las hembras WT, no se observaron diferencias
entre los animales alimentados con la DC y la DBP a lo largo del periodo de administracion
de las dietas (Figura 3A). Cabe mencionar que se encontr6 una diferencia en el peso
corporal entre estos grupos unicamente en la semana en que se inicié la administracion de
las dietas experimentales: las hembras WT que recibirian la DBP tenian mayor peso
corporal en comparacién con el grupo que recibiria la DC (21,7 + 0,4 gy 20,7 £ 0,5 g,
respectivamente). Esta medicion del peso corporal se realizé cuando los animales aun no
comenzaban a consumir las dietas experimentales (DC y DBP), por lo cual esta diferencia
no es atribuible a la composicion proteica de las dietas. Interesantemente, las mediciones
de la ingesta de alimento durante el tratamiento mostraron que las hembras WT alimentadas
con la DBP comian mas que las alimentadas con la DC (Figura S1A, Anexo), no obstante,
el peso corporal promedio se mantuvo estable durante las seis semanas de dietas
experimentales, y en valores similares al peso corporal del grupo alimentado con la DC
(Figura 3A). Tras cinco semanas de tratamiento, se observd que las hembras WT
alimentadas con la DC aumentaron, de manera leve pero significativa, su peso corporal con
respecto a su peso inicial (en la semana cero, Figura S3D), mientras que las hembras WT
sometidas a la DBP en la ultima semana de tratamiento tenian un peso corporal comparable
al inicio de las dietas experimentales (Figura S3E).

Por otro lado, respecto a las hembras GCN2KO, se observd que el peso corporal
promedio del grupo alimentado con la DC se mantuvo estable durante el tratamiento,
mientras que, a partir de la primera semana de dieta, el grupo alimentado con la DBP
disminuyo progresivamente su peso corporal (Figuras 3B y S3G). Luego de cinco semanas
de dietas experimentales, las hembras GCN2KO alimentadas con la DBP presentaron un
peso corporal promedio un 18% menor al del grupo alimentado con la DC (DC 22,4 £ 0,9 g,
DBP 18,4 + 1,3 g). Cabe mencionar que se hizo el seguimiento de la ingesta de alimento
durante el tratamiento, y no se observaron cambios en la ingesta del grupo alimentado con
la DBP tal que pudieran explicar esta disminucién en el peso corporal (Figura S1B).

Por otra parte, al evaluar el efecto del genotipo en la respuesta a las dietas
experimentales, se observd que las hembras GCN2KO alimentadas con la DC tuvieron un
peso corporal mayor que las hembras WT alimentadas con la misma dieta, diferencia que
se presento en la mayoria de las mediciones realizadas durante el tratamiento (Figura S3B).

En cuanto a los grupos de hembras alimentadas con la DBP, se observé que las hembras
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WT y GCN2KO tenian un peso corporal similar antes de comenzar a consumir la DBP. A
partir de la semana 1, las hembras GCN2KO alimentadas con la DBP mostraron una
reduccion sostenida del peso corporal (Figura S3C), mientras que las hembras WT
alimentadas con la misma dieta, no mostraron cambios entre el inicio y el término del
experimento (Figuras S3C y E), reflejando el efecto diferencial de la DBP en el peso corporal
de las hembras WT y GCN2KO (Figura 3C).

Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos para el peso corporal de las
hembras WT y GCN2KO, es posible concluir que la quinasa GCN2 ejerce un rol
fundamental en la mantencion del peso corporal ante una disminucion del contenido
proteico en la dieta, especificamente en hembras.

Otro parametro monitoreado como indicador del bienestar de los animales durante
el tratamiento dietario fue la glicemia. En cuanto a las hembras WT, se observé que no hubo
un efecto de la DBP en la glicemia, dado que los grupos alimentados con DC y con DBP
mostraron niveles similares de glicemia a lo largo del tratamiento (Figura 3D). En cambio,
en las hembras GCN2KO se observo una disminucion transitoria de la glicemia asociada al
tratamiento dietario: en la cuarta semana de dietas experimentales, las hembras GCN2KO
alimentadas con la DBP presentaron niveles de glicemia disminuidos en un 35% con
respecto al grupo control (138 + 15 mg/dL en promedio, versus una glicemia promedio de
91 + 9 mg/dL del grupo alimentado con DC). Esta diferencia no se mantuvo en la sexta
semana de dietas (Figura 3D). Cabe mencionar que en la medicién de glicemia de la cuarta
semana de tratamiento con la DC y la DBP, se detect6 que, por un lado, la glicemia de las
hembras GCN2KO alimentadas con la DC aumentd con respecto a la medicién anterior
(primera semana de dieta, Figura S5C), y por otro lado, la glicemia de las hembras GCN2KO
alimentadas con la DBP disminuy6 progresivamente desde la medicién en condiciones
basales (realizada durante la semana -2, Figura S5D). Estos fendbmenos en conjunto
resultaron en la diferencia detectada en la glicemia entre los grupos de hembras GCN2KO
en la cuarta semana de dieta. Para la sexta semana de tratamiento, se revirtieron estas
tendencias: el promedio de la glicemia del grupo alimentado con la DC disminuyo levemente
respecto a la medicidén anterior, mientras que la glicemia del grupo alimentado con la DBP
presentd un discreto aumento en el mismo periodo (Figura S5 C y D). De este modo, a
pesar de que visualmente se perciben diferencias en el grafico en la glicemia de los grupos
de hembras GCN2KO alimentadas con DC y DBP en la sexta semana de dieta (Figura 3D),
no se observaron diferencias en la comparacién estadistica entre la glicemia promedio de

los grupos de hembras GCN2KO en la ultima semana de dietas experimentales. En
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resumen, a partir de los niveles de glicemia observados en las hembras durante el
tratamiento es posible concluir que, en términos generales, la DBP no tiene un efecto en la
glicemia de las hembras. Ademas, los resultados indican que la quinasa GCN2 es necesaria
para la mantencion de la glicemia ante una disminucién del contenido proteico en la dieta.

Por otro lado, ademas de las mediciones periddicas de peso corporal y glicemia
como parte del monitoreo de los animales durante el tratamiento, en la sexta y ultima
semana de dietas experimentales se examind la capacidad motora mediante la prueba de
“Rotarod”, la cual evalua la coordinacion motora, resistencia y fuerza muscular de los
animales*’*®, En esta prueba, los animales son desafiados a caminar sobre un cilindro
giratorio y se registra el tiempo que tardan en caer del cilindro, denominado “latencia”. La
latencia es, por lo tanto, un indicador de la capacidad motora (mayores valores de latencia
indican una mejor funcion motora)*’. En el contexto de esta Memoria de Titulo, examinar la
funcion motora de los animales sometidos al tratamiento dietario contribuye a la evaluacién
del estado general de los animales y a la caracterizacion de los efectos de las dietas
administradas.

A partir de los ensayos motores realizados durante la ultima semana de
administracion de dietas, se observé tanto para las hembras WT como para las hembras
GCN2KO que no hubo un efecto en el desempefio motor asociado a la dieta consumida (no
se encontraron diferencias entre los animales alimentados con la DC y con la DBP, Figura
3E). Sin embargo, se observo que la ausencia de la quinasa GCN2 funcional en hembras
conlleva un deterioro del desempefio motor respecto de las hembras que poseen la quinasa
funcional (disminucion del 13% en la latencia), en condiciones basales, de acuerdo a la
comparacion de la latencia de las hembras WT alimentadas con la DC y de las hembras
GCN2KO sometidas a la misma dieta (WT DC 47 + 10 s, GCN2KO DC 36 £ 9 s, Figura 3E).
Por lo tanto, se concluye que la disminucién del contenido proteico de la dieta no tiene
consecuencias en el desempefio motor de las hembras, y que la quinasa GCN2 esta
involucrada en la funcion motora en condiciones basales.

En conclusion, los resultados indican que en las hembras la quinasa GCN2 es
esencial para la mantencion del peso corporal y la glicemia en condiciones de una ingesta
proteica disminuida durante seis semanas y, ademas, cumple un papel importante en el

control de la funcion motora basal.
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Figura 3. Evaluacion de parametros metabdlicos y funcién motora de las hembras
sometidas a la dieta baja en proteinas. Animales silvestres (WT) y deficientes en el gen
codificante para la quinasa GCN2 (GCN2KO) fueron alimentados durante seis semanas con una
dieta control (DC) y una dieta baja en proteinas (DBP). Durante este periodo se realizaron
mediciones periddicas de peso corporal y glicemia en las semanas (S) indicadas. Los animales
fueron alimentados con la DC por dos semanas (indicadas como S -2 y -1) para su habituacién. La
semana cero corresponde al tiempo en que se inici6 el tratamiento con la DC y la DBP (indicada
con una linea gris discontinua). A) Peso corporal de las hembras WT sometidas a la DC (n=6) y a
la DBP (n=6). B) Peso corporal de las hembras GCN2KO sometidas a la DC (n=8) y a la DBP (S -2
n=3, S -1 a S 5 n=6). C) Peso corporal de las hembras WT y GCN2KO graficado en conjunto (sin
indicar la significancia estadistica de las comparaciones por dieta consumida). Las comparaciones
del peso inicial (S 0) y final (S 5) para cada grupo se muestran en la Figura S3. D) Glicemia de las
hembras WT y GCN2KO, medida previo al inicio del tratamiento (S -2) y durante la primera, cuarta
y sexta semana. La medicién de glicemia en la semana 1 se realizé tras dos dias con las dietas.
Previo a las mediciones de la glicemia los animales se sometieron a un ayuno de seis horas. WT
DC n=5, DBP n=6; GCN2KO DC n=8, DBP n=3 en S -2 y n=6 en el resto de las mediciones. Las
comparaciones de la glicemia por genotipo y por semana se muestran en la Figura S5. E) La
funcion motora de las hembras WT y GCN2KO fue evaluada dos veces al dia por cinco dias
consecutivos mediante la prueba de Rotarod, durante la Ultima semana de administracién de las
dietas. Se graficd el promedio de la latencia obtenida en los cinco dias de prueba para cada
animal, separando las dos mediciones diarias. El valor de la media grupal se indica en blanco en la
base de cada barra. WT DC n=12, DBP n=12; GCN2KO DC n=16, DBP n=12. Para todos los
resultados se graficé la media * el error estandar. Se analiz6 el efecto de la dieta para los grupos
WT y GCN2KO, salvo en E (se analizé el efecto del genotipo y de la dieta). Se aplico el Test de t
de Welch para todos los analisis, excepto para el peso corporal de las hembras WT en la S 2, peso
corporal de las hembras GCN2KO en S 4, glicemia de hembras WT en S 4 y glicemia de hembras
GCN2KO en S1, S4 y S6 (prueba de Mann-Whitney). ** p<0,01, *** p<0,001.
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5.1.2.- Caracterizacion de los efectos de la dieta baja en proteinas en el peso corporal,

la glicemia y la funcion motora de ratones macho, y su dependencia de la GCN2.

En el grupo de machos sometidos a las dietas experimentales también se realizaron
mediciones de glicemia, peso corporal y funcién motora con el objetivo de monitorear el
estado general de los animales. Los resultados obtenidos a partir de las mediciones de peso
corporal realizadas semanalmente en el grupo de los machos mostraron que, en el caso de
los machos WT, el peso corporal disminuyd progresivamente a lo largo del tratamiento
dietario en el grupo sometido a la DBP en comparacién con el peso corporal del grupo de
machos WT alimentados con la DC, y esta disminucion se observé desde la primera
semana (Figura 4A). Tras cinco semanas de dietas experimentales, el peso corporal
promedio del grupo de machos WT sometido a la DBP fue un 19% menor que el peso
corporal promedio del grupo control. Por otro lado, en el grupo de los machos GCN2KO se
observé, al igual que en el grupo de machos WT, una disminucién progresiva del peso
corporal en los animales sometidos a la DBP en comparacién al grupo control: esta
diferencia se percibioé a partir de la primera semana de tratamiento, y tras cinco semanas
completas consumiendo las dietas experimentales el grupo alimentado con la DBP present6
un peso corporal disminuido en un 23% con respecto al grupo alimentado con la DC (Figura
4B). Cabe mencionar que se monitoreé la ingesta de alimento durante el tratamiento dietario
tanto para los machos WT como GCN2KO y no se observaron diferencias en la ingesta en
ninguno de los grupos de machos alimentados con la DCy la DBP (Figura S2). Estos ultimos
resultados permiten concluir que la disminucion progresiva del peso corporal observada en
los machos sometidos a la DBP no es atribuible a un cambio en la cantidad de alimento
consumido.

Por otro lado, al evaluar el efecto del genotipo en la respuesta a la dieta consumida,
se observo que, inicialmente, los machos GCN2KO tenian un peso corporal menor respecto
de los machos WT (Figura S4, B y C). Luego de tres semanas de dieta control (medicion
en la semana 1), no se observaron diferencias en el peso corporal entre los machos WT y
GCN2KO (Figura S4B). Es decir, la diferencia en el peso corporal de los machos WT y
GCN2KO que tenian con la dieta que entrega el Bioterio de la Fundacion Ciencia & Vida,
se suprimié al alimentar a los animales con la DC. Lo mismo ocurrié en los machos
alimentados con la DBP: inicialmente, los machos GCN2KO tenian un peso corporal menor
que los machos WT (Figura S4C), y esta diferencia se suprimio al alimentar a los animales
con la DC por dos semanas. Luego, los machos GCN2KO comenzaron a bajar de peso,

como consecuencia del consumo de una menor cantidad de proteinas. Sin embargo, si bien
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tanto los machos WT como los GCN2KO bajaron de peso con la DBP, la pérdida de peso
corporal producto de la DBP fue mas severa en el grupo GCN2KO en comparacion con el
grupo WT (Figura 4C y S4C). Esto se hace evidente en el hecho que los animales WT y
GCN2KO tenian un peso similar cuando empezaron a alimentarse de la DBP vy, a partir de
la segunda semana de consumo de la DBP, los animales GCN2KO mostraron un peso
corporal promedio reducido con respecto a los machos WT sometidos a la misma dieta.

Por lo tanto, en base a todos los resultados del peso corporal estudiado en los
machos, se concluye que la disminucion del contenido proteico en la dieta genera un cambio
metabdlico en los machos, que induce una disminucién progresiva del peso corporal, a
través de un mecanismo independiente de la quinasa GCN2.

Con respecto a los resultados de las mediciones de glicemia realizadas en los
machos, estos mostraron que la DBP tuvo un impacto transitorio en la glicemia en el grupo
WT. Tras dos dias con dietas experimentales, la glicemia promedio del grupo WT alimentado
con la DBP fue un 25% menor que el grupo control (109 + 12 mg/dL y 145 + 24 mg/dL,
respectivamente, Figura 4D). Esta disminucion de la glicemia se mantuvo en la primera y
cuarta semana de tratamiento, pero en la sexta semana no se observaron diferencias entre
los grupos alimentados con la DBP y la dieta control (Figura 4D). En cambio, en los machos
GCN2KO no se observaron diferencias en la glicemia en ninguna de las mediciones
realizadas durante el tratamiento dietario, independiente de la dieta entregada (Figura 4D y
S6). A partir de los resultados, se concluye que en ratones macho la reduccion del contenido
proteico en la dieta disminuye transitoriamente la glicemia en forma GCN2-dependiente.

Finalmente, en cuanto al desempefio motor de los machos, se observé que en el
grupo WT, los animales alimentados con la DBP tuvieron en promedio un mejor desempefo
en la prueba de Rotarod que el grupo alimentado con la dieta control: la latencia en la
prueba del grupo alimentado con la DBP fue un 38% mayor que la del grupo control (35 +
9senelgrupo DCy 49 + 9 s en el grupo DPB; Figura 4E, barras verdes lisa y rayada). En
cambio, en el grupo de machos GCN2KO no se observaron diferencias en la latencia
(Figura 4E, barras naranjas lisa y rayada). Por lo tanto, la disminucién de la composicion
proteica de la dieta mejora el desempefio motor de los machos a través de un mecanismo
mediado por la quinasa GCN2.

En conclusion, en ratones macho, la disminucion del contenido proteico en la dieta
produce una disminucioén en el peso corporal que es independiente de la GCN2, y promueve
una disminucion transitoria en la glicemia y una mejora en la funcion motora en forma
GCN2-dependiente.
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Figura 4. Evaluaciéon de parametros metabdlicos y funcién motora de los machos sometidos
a la dieta baja en proteinas. Animales silvestres (WT) y deficientes en el gen codificante para la
quinasa GCN2 (GCN2KO) fueron alimentados durante seis semanas con una dieta control (DC) y
una dieta baja en proteinas (DBP). Durante este periodo se realizaron mediciones periédicas de
peso corporal y glicemia en las semanas (S) indicadas. Los animales fueron alimentados con la
DC por dos semanas (indicadas como S -2 y -1) para su habituacién. La semana cero corresponde
al tiempo en que se inici6 el tratamiento con DC y DBP (indicada con una linea gris discontinua).
A) Peso corporal de los machos WT sometidos a la DC (n=6) y a la DBP (n=6). B) Peso corporal
de los machos GCN2KO sometidos a la DC (n=7) y ala DBP (S -2 n=4, S -1 a S 5 n=6). C) Peso
corporal de los machos WT y GCN2KO graficado en conjunto (sin indicar la significancia
estadistica de las comparaciones por dieta consumida). Las comparaciones del peso corporal
inicial (S 0) y final (S 5) para cada grupo se muestran en la Figura S4. D) Glicemia de los machos
WT y GCN2KO, medida previo al inicio del tratamiento (S -2) y durante la primera, cuarta y sexta
semana. La medicién de glicemia en la semana 1 se realiz6 tras dos dias con las dietas. Previo a
las mediciones de la glicemia los animales se sometieron a un ayuno de seis horas. WT DC n=5,
DBP n=6; GCN2KO DC n=7, DBP n=4 en S -2 y n=6 en el resto de las mediciones. Las
comparaciones de la glicemia por genotipo y por semana se muestran en Figura S6. E) La funcion
motora de los machos WT y GCN2KO fue evaluada dos veces al dia por cinco dias consecutivos
mediante la prueba de Rotarod, durante la ultima semana de administracion de las dietas. Se
graficé el promedio de la latencia obtenida en los cinco dias de prueba para cada animal,
separando las dos mediciones diarias. El valor de la media grupal se indica en blanco en la base
de cada barra. WT DC n=12, DBP n=12; GCN2KO DC n=14, DBP n=12. Para todos los resultados
se graficé la media + el error estdndar. Se analizd el efecto de la dieta para los grupos WT y
GCN2KO, salvo en E (se analiz6 el efecto del genotipo y de la dieta). Se aplico el Test de t de
Welch para todos los andlisis, excepto para las comparaciones de la glicemia de los machos WT
enla S 4, y la glicemia de los machos GCN2KO en la S -2 y la S 4 (prueba de Mann-Whitney). *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.
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De acuerdo a los resultados obtenidos para los parametros metabdlicos y motor,
evaluados ante la administracion de la DBP en machos y en hembras, se distingue
claramente un efecto diferencial sexo-dependiente. Resulta sumamente interesante que el
mismo estimulo, es decir, la disminucién del contenido proteico en la dieta, tenga efectos
completamente distintos en los parametros evaluados dependiendo del sexo del animal.
Por ejemplo, ante una DBP, las hembras mantienen el peso corporal, y esta estabilidad
depende de la GCN2. En contraste, los machos muestran una pérdida sostenida del peso
corporal, que no esta controlada por la GCN2. Por otra parte, en respuesta a la DBP, los
machos muestran una disminucion transitoria de la glicemia controlada por la GCN2,
mientras que las hembras mantienen la glicemia también regulada por la quinasa GCN2.
Otro ejemplo del efecto diferencial de la DBP segun el sexo se observa en el desempefio
motor: la DBP mejora el desempefio motor en machos, de manera dependiente de la GCN2,
mientras que en las hembras, la DBP no afecta la funcion motora, aunque la GCN2 esta
involucrada en el control de la funcion motora basal. Por lo tanto, considerar ambos sexos
en el disefio experimental permiti6 caracterizar con precision los efectos de la
administracion de la DBP durante seis semanas y determinar la relevancia de la GCN2 en

los efectos observados.

5.2.- Evaluacion de la contribucion de la GCN2 en las consecuencias de la
disminucion del contenido proteico de la dieta en la activacion de la ISR y la autofagia

evaluadas en la corteza motora de ratones.

La corteza motora es la region del cerebro que interviene en el control de los
movimientos voluntarios, otorgando precision a los movimientos*. En esta investigacion se
evalud la funcién motora de los grupos de animales sometidos a la DBP durante seis
semanas, y se obtuvieron diferencias entre los animales WT y GCN2KO; en machos, en
respuesta a la disminucion del contenido proteico dietario, y en hembras, en condiciones
basales. Estos resultados fueron inesperados, y denotan un interesante rol de la GCN2 en
el control de la funciéon motora, con diferencias entre machos y hembras. Por lo tanto, resulto
llamativo analizar la corteza motora de los cuatro grupos experimentales, para evaluar la
activacion de la GCN2 en esta region del cerebro, encargada de refinar los movimientos

voluntarios.
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Para determinar el estado de activacion de la GCN2, se prepararon extractos
proteicos de la corteza motora de los animales de los cuatro grupos experimentales, y se
evaluaron los niveles de fosforilacion de elF2a, elemento integrador de la ISR, cuya
fosforilacion es un evento caracteristico tras la activacion de la GCN2. También se
evaluaron los niveles de la forma fosforilada y el total de elF2a por separado, para
complementar los resultados, y asi evaluar el efecto general que tiene la DBP sobre el
centro integrador de la ISR. No fue posible evaluar los niveles de fosforilacion de la GCN2,
indicativos de su activacion, porque los anticuerpos disponibles funcionan de manera
eficiente en la deteccion de la forma fosforilada de la GCN2 en extractos de cultivos
celulares y no asi en extractos de tejido. Sin embargo, se evaluaron los niveles de la GCN2
en los grupos alimentados con la DC y la DBP, para conocer el efecto que podria tener la
DBP sobre la abundancia de la quinasa. Esta decision se tomé en base a resultados de
experimentos previos obtenidos en el Laboratorio de Biologia de la Neurodegeneracion,
donde se observo que en una linea celular de neuroblastoma de ratén (N2a) tratada con
estimulos activadores de la GCN2 (como la deficiencia de leucina, la deficiencia de
metionina y cisteina, y la deficiencia total de aminoacidos), no solo se produce la activacion
de la GCN2 (evaluada a través de los niveles de fosforilacion de la quinasa), sino también
una disminucién en los niveles totales de la proteina GCN2, sugiriendo una posible
degradacion tras su activacion (resultados no publicados). Por otro lado, Wei y cols.*
demostraron, en lineas celulares humanas de cancer de pulmén, que la GCN2 es
degradada basalmente mediante el sistema ubiquitina-proteosoma y que, tras la activacién
de la GCN2, inducida por un estimulo apoptoético, se producia tanto su fosforilacion como
su degradacion. Por lo tanto, una disminucion en los niveles totales de GCN2 podria reflejar
este mecanismo de degradacion de la GCN2 promovido por la activacion de la quinasa, tal

como se ha observado en lineas celulares.

5.2.1.- Evaluacion de la contribucion de la GCN2 en las consecuencias de la
disminucion del contenido proteico de la dieta en la activacion de la ISR y la autofagia

en la corteza motora de ratones hembra.

Para evaluar la activacion de la GCN2 en respuesta a la DBP en el grupo de
hembras, en primer lugar se realizaron ensayos de Western blot utilizando extractos
proteicos de corteza motora de las hembras WT alimentadas con la DC y con la DBP. Se

detecto elF2a total y fosforilado, y también la GCN2. Los resultados mostraron que no hubo
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diferencias en los niveles de fosforilacion de elF2a en los extractos de los animales
alimentados con la DBP, evaluados a través de la proporcion de la forma fosforilada (p-
elF2a) con respecto a los niveles totales de elF2a (p-elF2a/elF2a, Figura 5A). Tampoco se
observaron diferencias en los niveles de la forma fosforilada y total de elF2a normalizadas
cada una respecto al control de carga, en este caso, la enzima gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH, Figura 5A). Ademas, en cuanto a los niveles proteicos totales de
la GCN2, no se encontraron diferencias entre las muestras de corteza motora de hembras
WT alimentadas con la DC y la DBP (Figura 5A). Estos resultados sugieren que, después
de seis semanas de administracion de la DBP, no hay activacion de la ISR ni modulacién
de los niveles de la GCN2 en la corteza motora de ratones hembra.

Posteriormente, se realizaron ensayos de Western blot para evaluar el efecto de la
DBP en la autofagia en la corteza motora de las hembras WT. Se detectaron marcadores
que dan cuenta del estado de este proceso degradativo. Para esto, se utilizaron tres
marcadores de autofagia: LC3, en sus formas LC3-1 y LC3-Il, el receptor de autofagia p62,
y Sestrina 2 (Sesn2). Respecto a LC3, la forma LC3-II corresponde a la forma activa de
esta proteina, la cual participa en la elongacién de la membrana del fagoforo, y es
fundamental para la progresién de la autofagia®’. De este modo, los niveles proteicos
relativos de LC3-Il se utilizan para la evaluacion del estado del proceso degradativo®'*2,
Ademas, la proporciéon de LC3-ll con respecto al total de LC3 (LC3-Il / LC3-I+Il) también
entrega informacion del estado de la autofagia y es utilizado como marcador del proceso®?,
dando cuenta de la conversion de LC3-l a LC3-Il. Por otro lado, el receptor de autofagia
p62, que asiste en la localizacion de algunos elementos destinados a degradacion al interior
del autofagosoma, es susceptible de degradacion autofagica®'. Por esto, la disminucion de
los niveles proteicos de p62 es considerada un indicador de los niveles de autofagia.
Finalmente, Sesn2 es una proteina que regula la autofagia a través de la inhibicién del
complejo mTORCH1, el cual ejerce un control inhibitorio sobre la autofagia ante niveles
suficientes de aminoéacidos®=°. Ademas, se ha descrito que la transcripcion del gen
codificante para Sesn2 es promovida por la activacion de la GCN2, lo que genera un
aumento en los niveles proteicos de Sesn22°°%, Asi, un aumento en los niveles proteicos de
Sesn2 puede interpretarse como una mayor capacidad de inhibicion del mecanismo
inhibitorio de la autofagia ejercido por mTORC1 y, por consiguiente, mayores niveles de
autofagia. De este modo, el uso de estos marcadores en conjunto permite una apreciacion

integral del estado de la autofagia.
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Figura 5. Analisis de la activacion de la ISR y la autofagia en la corteza motora de hembras
WT sometidas a la dieta baja en proteinas. Hembras WT fueron alimentadas por seis semanas
con la dieta control (DC, n=6) y baja en proteinas (DBP, n=6). Se aislé la corteza motora de cada
animal y el tejido fue procesado para ensayos de Western blot. Se cuantificé la intensidad de pixel
de las bandas, y se normalizd con las proteinas indicadas en cada grafico. A) Se evalud la
activacion de la ISR mediante la deteccién de la forma fosforilada de elF2a (p-elF2a) y de la GCN2
(panel superior), y se determinaron sus niveles relativos (panel inferior). B) Se evalué el estado de
la autofagia mediante la deteccion de LC3 (formas | y Il), p62 y Sestrina 2 (Sesn2) (panel
superior), y se evaluaron sus niveles (panel inferior). Se muestran imagenes con tiempos de
exposicion diferentes para la deteccion de LC3. Asteriscos: indican proteinas detectadas en una
misma membrana. Puntas de flecha: indican la sefial especifica del anticuerpo. En rojo: pixeles
con sefal saturada. Se muestra la media + desv. std. El valor de la media se indica en blanco en
cada barra. * p<0,05, ns: no significativo. Test de t de Welch, excepto LC3-lI/GAPDH (Mann-
Whitney).
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En cuanto a los marcadores de autofagia evaluados en extractos proteicos de
corteza motora de las hembras WT, no se encontraron diferencias en los niveles proteicos
detectados de LC3-Il entre los animales alimentados con la DC y la DBP (Figura 5B).
Tampoco hubo diferencias en la proporcion de LC3-Il respecto del total de LC3 (Figura 5B).
Cabe mencionar que la banda correspondiente a LC3-II resulté de muy baja intensidad, y
se requirid aumentar el tiempo de exposicion de la membrana para su visualizacion. Esta
mayor exposicion de la membrana generd una imagen saturada de la sefal de la forma
LC3-l, que es mas abundante que LC3-Il (Figura 5B). Con esta estrategia, se obtuvo una
sefal tenue para LC3-1l. No obstante, fue posible cuantificar la intensidad de pixel para cada
banda de LC3-Il y no se encontraron diferencias en los niveles relativos de este marcador
clasico de la autofagia entre las muestras provenientes de animales alimentados con la DC
y la DBP (Figura 5B). Por otro lado, respecto del receptor de autofagia p62, tampoco se
observaron diferencias entre ambos grupos de animales (Figura 5B). Estos resultados
sugieren que la dieta baja en proteinas no tiene un impacto en la autofagia en la corteza
motora de hembras WT, en las condiciones de este experimento. En cuanto a Sesn2,
proteina que interviene en el control de la autofagia, se observé que sus niveles en las
muestras provenientes del grupo alimentado con la DBP fueron un 25% mayor en
comparacion con el grupo alimentado con la DC (Figura 5B). Aunque se ha descrito un
aumento de los niveles proteicos de Sesn2 tras la activacion de la GCN2, los niveles de
fosforilacion de elF2a indican que la GCN2 no se encuentra activa en este contexto.
Ademas, estos mayores niveles de Sesn2 en la corteza motora de hembras WT sometidas
a la DBP no estarian relacionados con cambios en la autofagia, de acuerdo a los resultados
obtenidos para LC3 y p62. Por lo tanto, en este caso, Sesn2 no estaria involucrada en el
control de la autofagia, y el aumento observado no responde a la activacion de la GCN2.
En conclusién, los resultados obtenidos sugieren que la dieta baja en proteinas no tiene un
efecto sobre la autofagia especificamente en la corteza motora de hembras WT, bajo las

condiciones de este tratamiento.

Luego, con el objetivo de conocer la atribucion de la quinasa GCN2 sobre los
distintos marcadores evaluados en el grupo de hembras WT, se realizaron los mismos
analisis por ensayos de Western blot con extractos proteicos de corteza motora de hembras
GCN2KO alimentadas con la DC y la DBP. Con respecto a la activacion de la ISR, no se
observaron cambios asociados a la DBP en la fosforilacion de elF2a (proporcion de proteina

fosforilada respecto del total) en este grupo, segun se muestra en la Figura 6A. Sin
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embargo, al analizar la intensidad de pixel obtenida tras la cuantificacion de las bandas de
la forma fosforilada y el total de elF2a, normalizando con el control de carga, se observé un
aumento de un 61% en los niveles de p-elF2a y del 21% en los niveles de elF2a en el grupo
de animales alimentados con la DBP, con respecto a los animales alimentados con la DC
(Figura 6A). Estos resultados indican que la mayor cantidad de elF2a observada en el grupo
alimentado con la DBP esta fosforilada, manteniéndose la proporcién de fosforilacion entre
los dos grupos. Cabe mencionar que, si bien la activacion de la ISR habitualmente se evalua
mediante los niveles de fosforilacion de elF2a (que consiste en la modificacion post
traduccional a través de la cual las quinasas de la ISR ejercen su efecto), los cambios en
los niveles de elF2a también son informativos respecto del potencial de activacion de la
respuesta integrada al estrés. Esto se explica a partir de que las variaciones en los niveles
de elF2a, el componente central en la sefializacion de la ISR, repercuten en la magnitud
del efecto de la activacion de esta via de sefializacion. En resumen, a partir de los analisis
realizados, se concluye que la disminucion de la composicion proteica de la dieta no afecta
el estado de activacion de la ISR en la corteza motora de hembras GCN2KO, pero tiene un
efecto modulador de los niveles totales de elF2a, pudiendo repercutir en el potencial de
activacion de la via.

Posteriormente, con el objetivo de evaluar la incumbencia de la GCN2 en los niveles
proteicos de los marcadores de autofagia evaluados en la corteza motora de las hembras
WT, se realizaron ensayos de Western blot para detectar los marcadores de autofagia LC3,
p62 y Sesn2 utilizando muestras de corteza motora provenientes de las hembras GCN2KO
alimentadas con la DC y la DBP. Al igual que para las hembras WT, en la corteza motora de
las hembras GCN2KO no se observaron cambios entre los grupos de animales alimentados
con la DC y la DBP en LC3, tanto en los niveles totales de LC3-1l como en la proporcién de
LC3-II con respecto a los niveles totales de LC3 (LC3-1l / LC3-I+ll, Figura 6B). En el caso
de p62, tampoco se presentaron diferencias en los niveles relativos de este receptor entre
los grupos alimentados con la DC y la DBP (Figura 6B). Estos resultados sugieren que una
menor ingesta de proteinas en la dieta no promueve la autofagia en las condiciones
estudiadas. Asimismo, los niveles de Sesn2 tampoco mostraron diferencias segun la dieta
administrada (Figura 6B). A partir de los resultados obtenidos, es posible concluir que seis
semanas de dieta baja en proteinas no afectan los niveles proteicos de marcadores de

autofagia en la corteza motora de hembras GCN2KO.
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Figura 6. Analisis de la activacion de la ISR y la autofagia en la corteza motora de hembras
GCN2KO sometidas a la dieta baja en proteinas. Hembras GCN2KO fueron alimentadas por
seis semanas con la dieta control (DC, A n=7, B n=8) y baja en proteinas (DBP, n=6). Para el
analisis, se aisld la corteza motora de cada animal y el tejido fue procesado para ensayos de
Western blot. Se cuantifico la intensidad de pixel de las bandas, y se normalizé con las proteinas
indicadas en cada grafico. A) Se evalud la activacién de la ISR a través de la deteccion de la forma
fosforilada de elF2a (p-elF2a, panel superior), y se determinaron sus niveles relativos (panel
inferior). B) Se evalud el estado de la autofagia mediante la deteccion de LC3 (formas | y Il), p62 y
Sestrina 2 (Sesn2) (panel superior), y se evaluaron sus niveles relativos (panel inferior). Se
muestran imagenes con diferentes tiempos de exposicion para la deteccion de LC3. Los asteriscos
indican proteinas detectadas en una misma membrana. En rojo: pixeles con sefial saturada. Se
muestra la media £ desv. std. El valor de la media se indica en blanco en cada barra. * p<0,05, **
p<0,01, ns: no significativo. Test de t de Welch.
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En resumen, de acuerdo a los analisis de extractos proteicos de animales WT y
GCN2KO, se concluye que una menor cantidad de proteinas en la dieta, mantenida durante
seis semanas, no impacta el estado de activaciéon de la ISR ni de la autofagia
especificamente en la corteza motora de hembras. Ademas, se infiere que la quinasa GCN2
regula los niveles totales de elF2a, manteniéndolos estables en condiciones de ingesta

reducida de proteinas.

5.2.2.- Evaluacion de la contribucion de la GCN2 en las consecuencias de la
disminucion del contenido proteico de la dieta en la activacion de la ISR y la autofagia

en la corteza motora de ratones macho.

Con el fin de evaluar el estado de activacion de la GCN2 y la autofagia en el grupo
de animales macho que fueron sometidos al tratamiento dietario, se realizaron ensayos de
Western blot para detectar los marcadores de ambos procesos, a partir de extractos
proteicos de corteza motora. En los machos WT, se observé que la DBP no generé cambios
en los niveles de fosforilacién de elF2a con respecto a la DC (Figura 7A). Sin embargo, al
analizar los niveles de p-elF2a y elF2a, normalizando por el control de carga, se observo
que los niveles totales de elF2a en el grupo de machos WT alimentados con la DBP
disminuyeron en un 47% en comparacion con el grupo control (Figura 7A). En cuanto al
nivel total de la forma fosforilada de elF2a, no se observaron diferencias entre los grupos
experimentales (Figura 7A). Los niveles proteicos de GCN2 tampoco mostraron diferencias
entre los animales alimentados con la DC y con la DBP (Figura 7A). Por lo tanto, una
disminucion del contenido proteico de la dieta no cambia el estado de activacion de la ISR
en la corteza motora en machos, y tampoco impacta los niveles de la GCN2. Por otra parte,
se le puede atribuir a la DBP un efecto modulador del potencial de activacion de la ISR, al
reducir los niveles del elemento central de la via y, por consiguiente, del sustrato sobre el
cual puede actuar la GCN2 y las quinasas de la ISR en general.

Posteriormente, con el fin de examinar el estado de la autofagia en la corteza motora
de este grupo de machos WT, se realizaron ensayos de Western blot detectando los
mismos marcadores descritos anteriormente: LC3-l y Il, p62 y Sesn2. En el caso de LC3-II,
marcador caracteristico del proceso de autofagia, se observé una clara diferencia entre los
machos alimentados con la DC y la DBP: los niveles de LC3-Il fueron un 98% mayor en el
grupo alimentado con la DBP respecto del grupo DC, es decir, casi el doble que en el grupo

control (Figura 7B). Por otra parte, la proporcién de LC3-ll respecto al total de LC3 no mostro
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Figura 7. Anadlisis de la activacion de la ISR y la autofagia en la corteza motora de machos
WT sometidos a la dieta baja en proteinas. Machos WT fueron alimentados por seis semanas
con la dieta control (DC, n=6) y baja en proteinas (DBP, n=6). Para el andlisis, se aisl6 la corteza
motora de cada animal y el tejido fue procesado para ensayos de Western blot. Se cuantificéd la
intensidad de pixel de las bandas, y se normalizé con las proteinas indicadas en cada grafico. A)
Se evaluo la activacion de la ISR mediante la deteccion de la forma fosforilada de elF2a (p-elF2a)
y de la GCN2 (panel superior), y se determinaron sus niveles relativos (panel inferior). B) Se
evalud el estado de la autofagia mediante la deteccion de LC3 (formas | y II), p62 y Sestrina 2
(Sesn2) (panel superior), y se evaluaron sus niveles relativos (panel inferior). Los asteriscos
indican proteinas detectadas en una misma membrana. Puntas de flecha: indican la sefial
especifica del anticuerpo. Se muestra la media * desv. std. El valor de la media se indica en
blanco en cada barra. * p<0,05, *** p<0,001, ns: no significativo. Test de t de Welch.
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diferencias entre los animales alimentados con la DC y la DBP (Figura 7B), sugiriendo que
el aumento de LC3-Il podria estar acompafiado de mayores niveles de LC3-I, sin alterar la
proporcion de LC3-1l con respecto al total. En cuanto a los otros marcadores de autofagia
evaluados, p62 y Sesn2, no se observaron diferencias en los grupos de animales
alimentados con la DBP con respecto a los animales alimentados con la DC (Figura 7B).
Entonces, a partir de los analisis de los marcadores de autofagia evaluados, se sugiere que
el proceso de autofagia podria estar aumentado en la corteza motora de los machos WT

como consecuencia de la administracion de la DBP por seis semanas.

Posteriormente, con el objetivo de conocer el posible rol de la GCN2 en los cambios
observados a nivel proteico asociados a la DBP en la corteza motora de los machos WT, se
realizaron ensayos de Western blot para detectar los mismos marcadores, ahora en los
machos GCN2KO. En cuanto a la activacion de la ISR, evaluada a través de los niveles de
fosforilacion de elF2a, se observa que en las muestras de animales alimentados con la DBP
la fosforilacion de elF2a aumentd un 55% con respecto al grupo alimentado con la DC
(Figura 8A). Ademas, al comparar los niveles de la forma fosforilada de elF2a con respecto
al control de carga, GAPDH, se detectd una mayor cantidad en los animales alimentados
con la DBP (un 50% mas que en el grupo control, Figura 8A). En contraste, los niveles
totales de elF2a obtenidos de los machos alimentados con la DC y la DBP fueron similares
para ambos grupos (Figura 8A). Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos, es posible
concluir que la dieta baja en proteinas activa la ISR en la corteza motora de machos
GCN2KO, en forma independiente de la GCN2. Este resultado sugiere que la disminucién
del contenido proteico en la dieta promueve un ambiente estresor en condiciones de
ausencia de la quinasa GCN2 en la corteza motora de machos, suficiente para activar la
respuesta integrada al estrés.

Luego, con el fin de conocer el posible rol de la quinasa GCN2 en la regulacion de
los niveles proteicos de los marcadores de autofagia ante una disminucion en la
composicion proteica de la dieta, observados en muestras de corteza motora de machos
WT, se realizaron ensayos de Western blot para detectar los marcadores de autofagia a
partir de muestras de corteza motora de machos GCN2KO alimentados con la DC y la DBP.
Se evaluaron los niveles proteicos relativos de LC3-l y Il, p62 y Sesn2. En relacién a LC3,
similar a lo observado en las hembras WT (Figura 5B), la intensidad de la sefal de LC3-I|
es baja, y visualmente las bandas correspondientes a esta forma de la proteina fueron casi

imperceptibles. No obstante, fue posible cuantificar la intensidad de banda en forma certera,
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y de este modo, realizar comparaciones entre la intensidad de pixel de las bandas de LC3-
Il de los grupos alimentados con la DC y la DBP. No se observaron diferencias entre los dos
grupos en los niveles relativos de LC3-11, y tampoco en la proporcion de LC3-Il con respecto
del total de LC3 (Figura 8B). En cuanto al receptor p62, la otra proteina evaluada que es
indicadora de la actividad de la autofagia, se detectdé una baja de sus niveles en las
muestras de los animales sometidos a la DBP en comparacion con el grupo control
(disminucién en un 42%, Figura 8B). Esta disminucion puede ser interpretada como un
aumento de la degradacion autofagica en la corteza motora de estos animales. De todas
formas, es importante tener en cuenta que cambios en los niveles de p62 por si solos no
son concluyentes respecto del estado de la autofagia, y deben ser considerados en conjunto
con otros marcadores al describir el estado del proceso degradativo®'. El tercer marcador
de autofagia evaluado fue Sesn2, para el cual no se observaron diferencias entre las
muestras de los animales alimentados con la DC y con la DBP (Figura 8B). Por lo tanto,
considerando los efectos de la DBP en los tres marcadores de autofagia evaluados, y que
en conjunto no se observaron cambios sugerentes de una activacion del proceso
degradativo, se concluye que la disminucion del contenido proteico dietario por seis

semanas no activa la autofagia en la corteza motora de machos GCN2KO.

En conclusion, los resultados obtenidos a partir del analisis de la corteza motora de
los machos indican que la disminucion del contenido proteico en la dieta no activa la ISR
en la corteza motora de ratones macho, pero si parece promover un aumento en la
autofagia en esta region del cerebro, en forma GCN2-dependiente. Ademas, se sugiere un
rol de la GCN2 en la regulacion del tono de activacion de la ISR ante la disminucion del
contenido proteico en la dieta durante seis semanas, en que la quinasa estaria moderando

la activacion de la via en la corteza motora de ratones macho.

Esta Memoria de Titulo contemplaba la realizacion de ensayos de PCR cuantitativo
(gPCR) como parte del disefio experimental, con el fin de evaluar el efecto de la DBP sobre
los niveles de transcritos de los marcadores de autofagia y la dependencia de la GCN2 en
estos efectos. Esta técnica se utiliz6 no como una primera aproximacion para la evaluacion
de la hipdtesis, sino para complementar los resultados obtenidos a través de ensayos de
Western blot. A partir de los analisis de los extractos proteicos, se encontré que la DBP

aumento los niveles de LC3-1l solo en los machos WT, en comparacion con el grupo
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Figura 8. Analisis de la activacion de la ISR y la autofagia en la corteza motora de machos
GCN2KO sometidos a la dieta baja en proteinas. Machos GCN2KO fueron alimentados por seis
semanas con la dieta control (DC, n=7) y baja en proteinas (DBP, n=6). Para el analisis, se aislé la
corteza motora de cada animal y el tejido fue procesado para ensayos de Western blot. Se
cuantificé la intensidad de pixel de las bandas, y se normalizd con las proteinas indicadas en cada
grafico. A) Se evalué la activacion de la ISR mediante la deteccién de la forma fosforilada de elF2«a
(p-elF2a, panel superior), y se determinaron sus niveles relativos (panel inferior). B) Se evalué el
estado de la autofagia mediante la deteccion de LC3 (formas | y Il), p62 y Sestrina 2 (Sesn2) (panel
superior), y se evaluaron sus niveles (panel inferior, DC n=6 para LC3). Se muestran imagenes con
tiempos de exposicion diferentes para la deteccién de LC3. Los asteriscos indican proteinas
detectadas en una misma membrana. Punta de flecha: indica la sefial especifica del anticuerpo. En
rojo: pixeles con sefial saturada. Se muestra la media * desv. std. El valor de la media se indica en
blanco en cada barra. * p<0,05, ** p<0,01, ns: no significativo. Test de t de Welch.
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alimentado con la DC, y no en los grupos de machos deficientes en el gen que codifica para
el dominio quinasa de la GCN2. De este modo, se decidid evaluar los niveles de los
transcritos de LC3 para los grupos de machos WT y GCN2KO. Para esto, se realizé un
ensayo de gPCR amplificando los transcritos codificantes para la proteina LC3. Los niveles
de mensajeros de LC3 resultaron similares en los cuatro grupos experimentales (machos
WT y machos GCN2KO alimentados con la DC y la DBP, Figura 9). Por lo tanto, la
disminucion del contenido proteico en la dieta durante seis semanas no se correlaciona con
cambios a nivel de los transcritos de LC3 en la corteza motora de machos. Asi, el aumento
en LC3-Il observado en el grupo de machos WT sometido a la DBP probablemente se deba
a las modificaciones post traduccionales de LC3-I que dan origen a LC3-Il. Cabe mencionar
que, de existir un aumento en los transcritos de LC3, se esperaria ver un aumento en los
niveles proteicos de LC3-I, lo cual no se observé a partir de los ensayos de Western blot
realizados con extractos proteicos de corteza motora de machos WT sometidos al
tratamiento dietario (Figura S7). En definitiva, la DBP no afecta la expresion de LC3, lo que
sugiere que el aumento en los niveles proteicos de LC3-Il en la corteza motora de machos
WT, y no de machos GCN2KO, no se debe a un aumento de los transcritos que dan origen

a la proteina LC3.
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Figura 9. Determinacion de los niveles de transcritos codificantes para la proteina LC3 en la
corteza motora de los machos WT y GCN2KO sometidos a la dieta baja en proteinas. Machos
WT y GCN2KO fueron sometidos a la dieta control (DC, WT n=6, GCN2KO n=7) y a la dieta baja en
proteinas (DBP, WT n=6, GCN2KO n=5) por seis semanas. Para el analisis, se aislo la corteza
motora de cada animal y el tejido fue procesado para la extraccion del ARN total. A partir del ARN
obtenido se realizé un ensayo de RT-gPCR utilizando partidores especificos para map1/c3b,
correspondiente al transcrito codificante para la proteina LC3. Los niveles de transcritos de
map1ic3b fueron normalizados con los valores obtenidos de la amplificacion de los transcritos
codificantes para actina (actin). Se muestra la media * desv. std. El valor de la media se indica en
blanco en cada barra. ns: no significativo. Test de t de Welch, excepto para comparaciones con el
grupo GCN2KO DBP (Mann-Whitney).
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En resumen, tomando en cuenta los resultados obtenidos, se concluye que la DBP
no tuvo un efecto activador de la GCN2 en la corteza motora de machos y hembras.
Respecto a la autofagia, este proceso podria estar aumentado en la corteza motora de
machos WT en respuesta a la DBP, y esta activacion dependeria de la GCN2. Ahora bien,
en cuanto a la posible correlacion de los resultados motores obtenidos con la activaciéon de
la GCN2 en esta region del cerebro, no es posible atribuir el efecto de la DBP en el
desempefio motor en machos y hembras a la activacion de la quinasa GCN2 en la corteza
motora. La regulacion que ejerce la GCN2 sobre el desempefio motor ocurriria en otro nivel

de control de la funcion motora, en las condiciones evaluadas en esta Memoria de Titulo.

5.3.- Evaluacion de la contribucion de la GCN2 en las consecuencias de la
disminucion del contenido proteico de la dieta en la activacion de la ISR y la autofagia

evaluadas en el hipotadlamo de ratones.

Para el desarrollo de los objetivos que guian esta Memoria de Titulo, con el fin de
verificar la hipotesis propuesta, se planteé enfocar parte de esta investigacion en el
hipotalamo, debido a que es una region del cerebro esencial en el control de los niveles de

335 De este modo, se selecciond esta

aminoacidos ante una disminucion de estos
estructura como tejido blanco para el estudio de la activacion de la GCN2 ante una
disminucion en el contenido proteico dietario, y la posterior evaluacion de la eventual
activacion de la autofagia en el hipotalamo como parte del mecanismo adaptativo
promovido por la GCN2 frente a desbalances en la biodisponibilidad de aminoacidos

esenciales.

5.3.1.- Evaluacion de la contribucion de la GCN2 en las consecuencias de la
disminucion del contenido proteico de la dieta en la activacion de la ISR y la autofagia

en el hipotalamo de ratones hembra.

Con el fin de evaluar el estado de activacion de la quinasa GCN2 en el hipotalamo
del grupo de hembras sometidas al tratamiento dietario, se analizaron los niveles de
fosforilacion de elF2a, centro integrador de la respuesta integrada al estrés, y los niveles
totales de GCN2. Para esto, se realizaron ensayos de Western blot para detectar las formas
fosforilada y total de elF2a y de GCN2 a partir de extractos proteicos de hipotalamo. En

relacion al grupo de las hembras WT, se obtuvo que la fosforilacion de elF2a fue un 34%
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mayor en el hipotalamo del grupo alimentado con la DBP en relacion al grupo alimentado
con la DC (Figura 10A). Ademas, al analizar los niveles totales de la forma fosforilada y total
de elF2a, normalizadas por el control de carga, no se encontraron diferencias en los niveles
de la forma fosforilada de elF2a entre los grupos (Figura 10A), y hubo una disminucion de
un 14% en los niveles totales de elF2a en el grupo alimentado con DBP (Figura 10A).
También se evaluaron los niveles totales de GCN2 en el hipotalamo de las hembras WT. El
anticuerpo anti-GCN2 mostr6 marcas inespecificas que no permitieron la cuantificacion de
las bandas (Figura 10A). Sin embargo, es posible observar una evidente disminucién en las
bandas correspondientes a la GCN2 en el grupo alimentado con la DBP con respecto al
control. En conclusién, estos resultados indican que la ISR se encuentra activada en el
hipotalamo de hembras alimentadas con la DBP durante seis semanas. Ademas, la
disminucion de la proteina elF2a asociada a la DBP sugiere que el contenido proteico en la
dieta modula el potencial de activacion de la via en el hipotalamo de hembras WT, afectando
también los niveles del sensor GCN2.

Posteriormente, para evaluar el efecto de la disminucion del contenido proteico
dietario sobre el proceso de autofagia en el hipotalamo de las hembras, se realizaron
ensayos de Western blot contra marcadores de autofagia a partir de extractos proteicos de
hipotalamo de hembras WT. En cuanto a los niveles de LC3-Il, no se encontraron diferencias
en las cantidades relativas de este marcador entre los grupos alimentados con DC y DBP
(Figura 10B). En este caso, para el analisis de los niveles de LC3-Il se utiliz6 como control
de carga la proteina Histona H3 (y no GAPDH), que es una de las proteinas involucradas
en la compactacion de la cromatina, cuyos niveles proteicos no se ven afectados segun el
contenido proteico de la dieta. Se cambio el control de carga porque la proteina GAPDH,
que se detecto correctamente con muestras de corteza, no se resolvié de manera adecuada
en los geles de poliacrilamida para la deteccion de la proteina LC3 con muestras de
hipotalamo. Ahora bien, la proporcion de LC3-1l respecto a LC3 total en el hipotalamo de
las hembras WT, no mostré diferencias entre los grupos alimentados con la DC y con la
DBP (Figura 10B). Por otro lado, tampoco se observaron diferencias en los niveles relativos
del receptor de autofagia p62 (Figura 10B) entre los grupos de hembras WT. En cuanto a
Sesn2, proteina que ejerce un efecto promotor de la autofagia incidiendo en la regulacion
de este proceso degradativo, se observé una disminucién en un 18% en sus niveles
proteicos en las muestras de hipotalamo provenientes de las hembras WT alimentadas con
la DBP, relativo a los niveles del grupo alimentado con la DC (Figura 10B). Esta disminucion

puede indicar una menor capacidad de induccién de la autofagia con respecto al control.

-34-



p-elF2a/elF2a

kDa

15| S — D gy PP -  C3

70| e . o, s, s, o, o~ o, . c— — — |4 p62*

J ' histona H3*
15

63— T ————— Sesn2**

35| D D D D 4B G g S S ER @S \PDH

LC3-1I/H3
LC3-II/LC3-1+11
Sesn2/GAPDH

Figura 10. Analisis de la activacién de la ISR y la autofagia en el hipotalamo de hembras WT
sometidas a la dieta baja en proteinas. Hembras WT fueron alimentadas por seis semanas con
la dieta control (DC, n=6) y baja en proteinas (DBP, n=6). Para el analisis, se aisl6 el hipotalamo
de cada animal y el tejido fue procesado para ensayos de Western blot. Se cuantificé la intensidad
de pixel de las bandas, y se normalizé con las proteinas indicadas en cada gréfico. A) Se evalud la
activacion de la ISR a través de la deteccion de la forma fosforilada de elF2a (p-elF2a) y de la
GCN2 (panel superior), y se determinaron sus niveles relativos (panel inferior). B) Se evalué el
estado de la autofagia mediante la deteccion de LC3 (formas | y Il), p62 y Sestrina 2 (Sesn2)
(panel superior), y se evaluaron sus niveles relativos (panel inferior). Los asteriscos indican
proteinas detectadas en una misma membrana. Punta de flecha: indica la sefial especifica del
anticuerpo. Se muestra la media + desv. std. El valor de la media se indica en blanco en cada
barra. * p<0,05, ** p<0,01, ns: no significativo. Test de t de Welch.
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En conjunto, los resultados obtenidos para los niveles proteicos relativos de los marcadores
de autofagia evaluados sugieren que la DBP no afecta la autofagia en el hipotalamo de

hembras WT, en las condiciones de este experimento.

Posteriormente, con el objetivo de conocer la dependencia de la GCN2 de los
efectos observados a nivel proteico producto de la DBP en muestras de hipotalamo de las
hembras WT, se realizaron ensayos de Western blot para detectar la forma fosforilada y el
total de elF2a, a partir de extractos proteicos de hipotalamo provenientes de hembras
GCN2KO alimentadas con la DC y con la DBP. Respecto de la fosforilacion de elF2a, no se
observaron diferencias entre los grupos (Figura 11A). Por otro lado, al evaluar los niveles
proteicos de p-elF2a y elF2a normalizando respecto del control de carga, tampoco se
observaron diferencias entre los grupos de hembras alimentadas con la DC y la DBP (Figura
11A). Estos resultados indican que la ISR no se encuentra activada en el hipotalamo de las
hembras GCN2KO en respuesta a seis semanas de DBP.

Por otra parte, con el fin de determinar la relevancia de la GCN2 en la regulacién de
los niveles proteicos de los marcadores de autofagia en el hipotalamo, evaluados en las
hembras WT en respuesta a la DBP, se realizaron ensayos de Western blot para detectar
los marcadores de autofagia en muestras de hipotalamo de hembras GCN2KO alimentadas
con la DC y la DBP. Se detectaron las proteinas LC3 (en sus formas | y Il), p62 y Sesn2. En
este caso, no se logr6 una separacion de las proteinas LC3-1 y LC3-ll en el gel de
poliacrilamida y, por esto, no fue posible cuantificar las bandas de LC3-l y LC3-Il por
separado. En su defecto, se evaluaron posibles cambios en los niveles totales de la proteina
LC3 (LC3-I+ll), porque, si bien no representa un marcador fidedigno de la autofagia, un
aumento de LC3 en conjunto con los otros marcadores podria ser indicativo de una mayor
activacion de la autofagia. Los niveles de LC3 se normalizaron con histona H3 (LC3-1+11/H3)
y no se encontraron diferencias entre las hembras GCN2KO alimentadas con la DC y la
DBP (Figura 11B). Por otro lado, en cuanto a los niveles proteicos de p62 y Sesn2, los otros
marcadores de autofagia evaluados, tampoco se encontraron diferencias en los niveles de
estas proteinas entre las muestras de hipotalamo de hembras GCN2KO alimentadas con
la DC y la DBP (Figura 11B). Por lo tanto, los resultados sugieren que la dieta baja en
proteinas no promueve la autofagia en el hipotalamo de las hembras GCN2KO, de acuerdo
a los marcadores evaluados, aunque se requiere conocer los niveles de LC3-ll para

determinar el estado de la autofagia en este grupo.
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Figura 11. Analisis de la activacion de la ISR y la autofagia en el hipotalamo de hembras
GCN2KO sometidas a la dieta baja en proteinas. Hembras GCN2KO fueron alimentadas por
seis semanas con la dieta control (DC, n=7) y baja en proteinas (DBP, n=6). Para el analisis, se
aislo el hipotalamo de cada animal y el tejido fue procesado para ensayos de Western blot. Se
cuantificé la intensidad de pixel de las bandas, y se normalizé con las proteinas indicadas en cada
grafico. A) Se evalué la activacion de la ISR a través de la deteccion de la forma fosforilada de
elF2a (p-elF2a, panel superior), y se determinaron sus niveles relativos (panel inferior). B) Se
evalud el estado de la autofagia mediante la deteccion de LC3 (formas | y II), p62 y Sestrina 2
(Sesn2) (panel superior), y se evaluaron sus niveles relativos (panel inferior). Los asteriscos
indican proteinas detectadas en una misma membrana. Punta de flecha: indica la senal especifica
del anticuerpo. Se muestra la media + desv. std. El valor de la media se indica en blanco en cada
barra. ns: no significativo. Test de t de Welch, excepto para p62/H3 (Mann-Whitney).
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En resumen, considerando los resultados obtenidos para los grupos de hembras, se
concluye que la disminucion del contenido proteico en la dieta durante seis semanas activa
la respuesta integrada al estrés a través de la GCN2 en el hipotalamo de hembras, pero no
activa la autofagia en esta regién del cerebro de las hembras. Sin embargo, se requieren
mas experimentos para determinar la contribucién de la GCN2 en el efecto de la DBP en la

autofagia en el hipotalamo de hembras.

5.3.2.- Evaluacion de la contribucion de la GCN2 en las consecuencias de la
disminucion del contenido proteico de la dieta en la activacion de la ISR y la autofagia

en el hipotalamo de ratones macho.

El disefio experimental propuesto para dar cumplimiento a los objetivos de esta
Memoria de Titulo contemplaba también la evaluacion del impacto de la DBP en la autofagia
en el hipotalamo de animales macho, y la dependencia de los efectos observados de la
quinasa GCN2. De este modo, se realizaron ensayos de Western blot a partir de extractos
proteicos de hipotalamo de machos WT alimentados con la DC y la DBP, para detectar la
fosforilacion de elF2a y su nivel total, y la GCN2. A partir de los experimentos realizados,
se obtuvo que la fosforilacion de elF2a fue un 29% mayor en el hipotalamo de los machos
WT sometidos a la DBP (Figura 12A). Por otro lado, también se evaluaron los niveles de la
forma fosforilada de elF2a (p-elF2a) y los niveles totales de este factor normalizando con
el control de carga, GAPDH, y se obtuvo que los niveles de p-elF2a también estaban
aumentados (30% mayor en el grupo DBP, Figura 12A), mientras que no se observaron
cambios en los niveles totales de elF2a entre los grupos (Figura 12A). En cuanto a la
quinasa GCN2, si bien mediante Western blot en extractos derivados de hipotalamo de las
hembras WT fue posible detectar la quinasa (Figura 10A), no se logré detectar a la proteina
GCNZ2 en hipotalamo de machos WT, a pesar de que el ensayo fue realizado en las mismas
condiciones. Esta diferencia en la detecciéon de la GCN2 entre machos y hembras podria
deberse a una diferencia en los niveles de la quinasa en el hipotalamo, siendo mayores en
las hembras WT comparado con los machos. En definitiva, a partir de los niveles de p-elF2a
observados, se concluye que la disminucion del contenido proteico de la dieta durante seis

semanas activa la respuesta integrada al estrés en el hipotalamo de machos WT.
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Figura 12. Andlisis de la activaciéon de la ISR y la autofagia en el hipotalamo de machos WT
sometidos a la dieta baja en proteinas. Machos WT fueron alimentados por seis semanas con la
dieta control (DC, n=6) y baja en proteinas (DBP, n=6). Para el andlisis, se aisl6 el hipotadlamo de
cada animal y el tejido fue procesado para ensayos de Western blot. Se cuantificé la intensidad de
pixel de las bandas, y se normalizd con las proteinas indicadas en cada grafico. A) Se evalué la
activacion de la ISR a través de la deteccion de la forma fosforilada de elF2a (p-elF2a, panel
superior), y se determinaron sus niveles relativos (panel inferior). B) Se evalud el estado de la
autofagia mediante la deteccién de LC3 (formas | y 1), p62 y Sestrina 2 (Sesn2) (panel superior), y
se evaluaron sus niveles relativos (panel inferior). Los asteriscos indican proteinas detectadas en
una misma membrana. Punta de flecha: indica la senal especifica del anticuerpo. Se muestra la
media £ desv. std. El valor de la media se indica en blanco en cada barra. * p<0,05, ** p<0,01, ns:
no significativo. Test de t de Welch, excepto para p-elF20/GAPDH y Sesn2/GAPDH (Mann-
Whitney).
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Por otro lado, para conocer el impacto de la disminucién del contenido proteico
dietario en el proceso de autofagia en el hipotalamo de los machos WT, se realizaron
ensayos de Western blot para detectar marcadores de autofagia. A partir de los
experimentos realizados, se obtuvo que los niveles del marcador clasico de autofagia LC3-
Il se encuentran aumentados en un 82% en el hipotalamo de machos WT alimentados con
la DBP en comparacién con el grupo control (Figura 12B). Por otro lado, no se observaron
diferencias en la proporcion de LC3-II con respecto a los niveles totales de LC3 entre los
grupos (Figura 12B). En este caso, la intensidad de las bandas correspondientes a LC3-Il
fue baja, sin embargo, fue posible cuantificar la intensidad de pixel de LC3-Il en todos los
carriles en forma exitosa. Por otro lado, a partir de los extractos proteicos de hipotalamo de
machos WT también se analizaron los niveles relativos del receptor de autofagia p62, y no
se observaron diferencias asociadas al tipo de dieta administrada (Figura 12B). Respecto
del tercer marcador de autofagia utilizado, Sesn2, se observé que tras la administraciéon de
la dieta baja en proteinas hubo una disminucion de sus niveles de un 32% en el grupo
tratado con DBP, respecto a los niveles observados en el hipotalamo de los animales
alimentados con la DC (Figura 12B). Esto coincide con el efecto de la DBP sobre los niveles
proteicos de Sesn2 observado en el hipotalamo de las hembras WT sometidas al mismo
tratamiento (Figura 10B). Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos, particularmente
de los niveles de LC3-Il, es posible sugerir que la disminucion del contenido proteico en la
dieta aumenta la autofagia en el hipotdlamo de machos WT. Ademas, los resultados
obtenidos sugieren que el potencial aumento en la autofagia ante la DBP posiblemente sea
independiente de la regulacién ejercida por Sesn2, debido a que, a pesar de la disminucion
en los niveles de Sesn2, que podria interpretarse como una menor capacidad de promocion

de la autofagia, se observa un aumento en los niveles de LC3-lI.

Posteriormente, con el objetivo de conocer la relevancia de la quinasa GCN2 en los
efectos asociados a la DBP en el hipotalamo, en particular, en la fosforilacion de elF2a
detectada en los machos WT, se utilizé la misma estrategia (Western blot), ahora a partir
de extractos proteicos de machos deficientes en el gen codificante para el dominio quinasa
de la GCN2 (GCN2KO). En primer lugar, se detecto elF2a (la forma fosforilada y el total) y
no se observo un efecto atribuible a la dieta administrada en la razén de fosforilacion de
elF2a respecto al total, en el hipotalamo de machos GCN2KO (Figura 13A). Por otro lado,
al analizar los niveles de la forma fosforilada y del total de elF2a por separado, se obtuvo

que la dieta baja en proteinas produjo un aumento tanto en la forma fosforilada (64%
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respecto del grupo con DC, Figura 13A) como en el total de elF2a (63%, Figura 13A) en el
hipotalamo de machos GCN2KO. Estos resultados indican que la cantidad de elF2a
adicional detectada en el grupo alimentado con la DBP, esta fosforilada. Es decir, frente a
la disminucion del contenido proteico en la dieta, en el hipotalamo de machos GCN2KO, se
genera un aumento en la cantidad del sustrato fosforilable por las quinasas de la ISR, que
es el centro integrador de la via, elF2a, y este, ademas, esta fosforilado. Esto explica la
ausencia de cambios en la razén de fosforilacion de elF2a entre los grupos alimentados
con la DC y la DBP. Los resultados mostraron un aumento del nivel de elF2a fosforilado en
el hipotalamo de los machos GCN2KO sometidos a la DBP. Seria interesante analizar las
consecuencias del cambio en los niveles de elF2a en la capacidad adaptativa, ya sea
analizando el perfil traduccional y/o transcripcional inducido o en indicadores funcionales.
Por otro lado, para conocer la injerencia de la GCN2 en los efectos observados a
nivel de la autofagia en el hipotalamo de machos WT en respuesta al menor contenido
proteico ingerido, se evaluaron marcadores de autofagia, mediante Western blot, a partir de
extractos proteicos de hipotalamo de machos GCN2KO sometidos al tratamiento dietario.
Las bandas correspondientes a LC3-l y LC3-Il no se resolvieron, tal que pudieran ser
cuantificadas por separado. Por esto, no fue posible la cuantificaciéon de LC3-Il en las
muestras de hipotalamo, ni conocer la proporcién de LC3-Il con respecto a LC3 total. No
obstante, a partir de los resultados obtenidos, se analizaron los niveles totales de LC3, dado
que este resultado podria ser informativo de los niveles de activacion de la autofagia, al ser
evaluado en conjunto con los otros marcadores. No se encontraron diferencias en los
niveles de LC3 asociados a la dieta consumida (normalizados respecto al control de carga,
Histona H3, Figura 13B). Por otro lado, en cuanto a los niveles de p62, no se observaron
diferencias en los niveles de este receptor en el hipotalamo de machos GCN2KO en base
a la dieta administrada (Figura 13B). Finalmente, respecto del impacto de la composicién
proteica de la dieta en los niveles de Sesn2 en el hipotalamo de los machos GCN2KO, se
obtuvo que la DBP indujo un aumento de un 45% en los niveles de Sesn2 con respecto al
control (Figura 13B). El aumento en los niveles de Sesn2 podria promover un aumento en
la autofagia, mediante la represion del mecanismo inhibitorio sobre este proceso ejercido
por mTORCH1, por lo cual es posible sugerir que la autofagia podria estar aumentada en el
hipotalamo de machos GCN2KO sometidos a la DBP. Sin embargo, se requieren mas
estudios para poder concluir al respecto, puesto que el hecho de que aumenten los niveles
de Sesn2 en respuesta a la DBP por si solo no es resolutorio respecto del estado de la

autofagia en el hipotalamo de los machos GCN2KO alimentados con la DBP.
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Figura 13. Analisis de la activaciéon de la ISR y la autofagia en el hipotdlamo de machos
GCN2KO sometidos a la dieta baja en proteinas. Machos GCN2KO fueron alimentados por seis
semanas con la dieta control (DC, n=7) y baja en proteinas (DBP, n=6). Para el andlisis, se aislé el
hipotdlamo de cada animal y el tejido fue procesado para ensayos de Western blot. Se cuantificé la
intensidad de pixel de las bandas, y se normalizé con las proteinas indicadas en cada gréafico. A)
Se evalud la activacién de la ISR a través de la deteccion de la forma fosforilada de elF2a (p-
elF2a, panel superior), y se determinaron sus niveles relativos (panel inferior). B) Se evalud el
estado de la autofagia mediante la deteccion de LC3 (formas | y Il), p62 y Sestrina 2 (Sesn2)
(panel superior), y se evaluaron sus niveles relativos (panel inferior). Los asteriscos indican
proteinas detectadas en una misma membrana. Punta de flecha: indica la sefial especifica del
anticuerpo. Se muestra la media + desv. std. El valor de la media se indica en blanco en cada
barra. ** p<0,01, **** p<0,0001, ns: no significativo. Test de t de Welch.
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Por lo tanto, con respecto a los marcadores proteicos evaluados en el hipotalamo
de los grupos de machos sometidos a la DBP, es posible concluir que la disminucion del
contenido proteico de la dieta tiene un efecto activador de la ISR en el hipotalamo, mediado
por la GCN2, y probablemente promueve la autofagia en el hipotalamo de machos WT. No
obstante, se requieren mas estudios para determinar este efecto de la DBP en la autofagia,

y su dependencia de la GCN2.

En esta Memoria de Titulo, se seleccioné el hipotalamo como tejido blanco a analizar
debido a su funcién en la deteccioén y control de los niveles de distintos tipos de nutrientes
en el organismo, siendo una estructura central en la regulacion metabdlica®*¢. De este
modo, una estrategia dietaria basada en la disminucién del contenido proteico ingerido, y
por consiguiente, de la biodisponibilidad de aminoacidos, debiera tener un efecto a nivel del
hipotalamo. Por otro lado, la quinasa GCN2 es un sensor de aminoacidos, que se activa en
condiciones de deficiencia de estas biomoléculas. En base a estos antecedentes se
propuso que la DBP activaria la GCN2 en el hipotalamo, lo cual concuerda con
antecedentes disponibles en la literatura'. De este modo, el hipotalamo representaba una
estructura idénea como blanco para el estudio de la activacion de la GCN2, y en particular,
para evaluar si la induccion de la autofagia forma parte del mecanismo adaptativo
promovido por la GCN2 en el sistema nervioso central. A partir del tratamiento dietario
aplicado, y los andlisis realizados a nivel proteico en el hipotalamo de los distintos grupos
experimentales, se concluye que la administracién de la DBP durante seis semanas activo
la GCN2 en el hipotalamo de los animales, tanto en machos como en hembras. Ademas,
en el grupo de machos (y no asi en el de hembras) se obtuvieron resultados sugerentes de
mayores niveles de autofagia en esta estructura, lo cual insintia que la autofagia podria ser

promovida tras la activacion de la GCN2 en el hipotalamo, en machos.

Finalmente, se presenta una tabla donde se resumen los resultados obtenidos. La
tabla indica si se detecté un cambio (aumento (verde) o disminucion (rojo)) o no (gris) en
los niveles de las proteinas evaluadas en la corteza motora y el hipotalamo, mediante

ensayos de Western blot (Tabla 1), y se presentan los resultados por sexo.
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Tabla 1. Resumen de los cambios a nivel proteico en los indicadores evaluados en cada
grupo, en respuesta a la dieta baja en proteinas. CM: corteza motora, HT: hipotalamo, :

hembras, &: machos.

EFECTO DE LA DIETA BAJA EN PROTEINAS

GENOTIPO WT GCN2KO
REGION CM HT CM HT
INDICADOR e d @ g @ g @ d
fosforilacion elF2a Sin diferencias
. Aumento
nlveIeLch;e-“elFZa -- - D o

—
ST
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6.- Discusion

Esta Memoria de Titulo se desarrollé con el objetivo de determinar si la activacion
de la autofagia forma parte del mecanismo adaptativo promovido por la activacion de la
GCN2 en el sistema nervioso central de ratones. Para esto, se diseid una estrategia
experimental basada en la administracion de una dieta baja en proteinas como estimulo
activador de la GCN2. Las dietas bajas en proteinas han sido ampliamente utilizadas en el
estudio del metabolismo, con el fin de identificar aproximaciones que permitan modular los
procesos metabolicos que se ven desregulados en diversos contextos, tales como el
envejecimiento, la diabetes, la obesidad, entre otros'3%4-%8,

En esta Memoria, a partir del tratamiento realizado, se observé que la administracion
de la DBP durante seis semanas produjo una disminucién progresiva del peso corporal de
los machos, pero no de las hembras. Se evidencié que la GCN2 tiene un rol crucial en la
mantencion del peso corporal ante la DBP en las hembras, a diferencia de los machos. La
disminucion del peso corporal debida a una dieta con bajo contenido proteico ha sido
descrita previamente en ratones. Por ejemplo, se observé una disminucién del peso
corporal en animales sometidos a una dieta con un 5 %p/p de proteinas durante dos
semanas®*®, doce semanas'® y seis meses®*. Esta disminucién en el peso corporal también
se observo en experimentos previos del Laboratorio de Biologia de la Neurodegeneracion,
tanto en ratones adultos sometidos a la DBP durante seis meses, como en ratones
envejecidos sometidos a la DBP durante tres meses (resultados no publicados). Por lo
tanto, la disminucién del peso corporal observada en esta investigacion como consecuencia
de la DBP era un resultado esperado. No obstante, todos los antecedentes que abordan el
efecto de las dietas bajas en proteinas en el peso corporal corresponden a investigaciones
realizadas en ratones macho. En la busqueda bibliografica realizada para esta Memoria no
se encontraron antecedentes donde se estudiaran las consecuencias de la administracién
de una DBP a ratones hembra, o estudios donde se comparase simultaneamente el efecto
en hembras con el efecto en los machos. De este modo, en esta Memoria de Titulo se
presenta el primer antecedente del efecto de la administracion de una DBP a ratones
hembra. Se encontrd que, la ya descrita disminucion del peso corporal debida a la baja del
contenido proteico dietario en machos, no ocurre en las hembras. Ademas, se encontrd que
la quinasa GCN2 es la responsable de esta diferencia, evidenciando su rol fundamental en
la mantencion del peso corporal de las hembras ante una disminucién del contenido

proteico en la dieta.
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Por otra parte, si bien este trabajo no contemplaba inicialmente analizar la
contribucién de la GCN2 en los efectos de las dietas bajas en proteinas en la glicemia, nos
parecié interesante la notable diferencia entre hembras y machos, que no habia sido
reportada previamente. Los resultados mostraron que la quinasa GCN2 ejerce un rol de
manera diferencial: en las hembras, la quinasa mantiene estables los niveles de glicemia
ante la DBP, mientras que en los machos la quinasa media la disminucién transitoria
observada en respuesta a la reduccién de la composicién proteica de la dieta. La
contribuciéon de la ISR en el metabolismo de la glucosa ha sido estudiada, a partir de la
generacion del ratdn homocigoto mutante para el gen codificante para la serina 51 de elF2aq,
que es el blanco de fosforilacion de las quinasas de la ISR. Los ratones portadores de estas
mutaciones mueren dieciocho horas después de nacer debido a una hipoglicemia y una
gluconeogénesis defectuosa®. Hay otros antecedentes que involucran a la GCN2 en el
control de la glicemia, aunque aun no se conoce con claridad el mecanismo. Se ha mostrado
que la GCN2 controla la glicemia a través de la gluconeogénesis. Los animales deficientes
genéticos de la GCN2 tienen una alteracién en la expresion génica de enzimas clave de la
gluconeogénesis y una sintesis de la glucosa disminuida luego de la administracion de
sustratos gluconeogénicos en condiciones de ayuno®. También se ha mostrado que dietas
bajas en proteinas, en particular bajas en aminoacidos de cadena ramificada, aumentan la
sensibilidad a la insulina hepatica y aumentan el gasto energético. Este efecto ha sido
atribuido a la accion de la GCN2°. Sin embargo, en contextos donde se reduce cierto tipo
de aminoacido ramificado, especificamente isoleucina, el efecto metabdlico de la dieta es
independiente de la GCN2°'. Por otra parte, el control de la glicemia esta fuertemente
relacionado a los niveles de aminoacidos, dado que estos ultimos modulan la proliferacion
de las células beta pancreaticas®, la secrecion de insulina®®, entre otros®®. Ademas, se ha
descrito que a través de la modificacién de la ingesta proteica es posible regular el

I°¢. De este modo, era

metabolismo de la glucosa y el metabolismo energético en genera
esperable observar efectos de la administracion de la DBP en la glicemia que fueran
dependientes de la quinasa GCN2, y queda por establecer cual es la accion precisa de la
quinasa en relacion al fenotipo observado en machos y en hembras.

Es importante mencionar que el 15 %p/p de la DBP utilizada, correspondiente al
contenido proteico faltante respecto a la DC, fue reemplazado con carbohidratos. Esta
mayor cantidad de carbohidratos podria haber influido en la glicemia de los animales que
consumieron la DBP. No obstante, a partir de los analisis realizados, no es posible

determinar si el efecto de la DBP en la glicemia se debe a esa cantidad adicional de
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carbohidratos. Mas aun considerando que los resultados mostraron que la administracién
de la DBP gener6 una disminucion en la glicemia, en vez de un aumento, como podria
esperarse ante un mayor consumo de carbohidratos. Por lo tanto, considerando que tanto
la cantidad de glucidos y de aminoacidos en la dieta como la quinasa GCN2 inciden en la
glicemia de manera independiente, no es posible proponer un mecanismo especifico
mediante el cual la DBP influye en la glicemia, ni determinar la contribucion exacta de la
quinasa en este contexto.

En esta Memoria de Titulo se examiné la funcion motora de los animales en la
ultima semana de tratamiento dietario. A partir de la prueba motora realizada, se obtuvieron
resultados completamente distintos entre hembras y machos: en el caso de las hembras, la
DBP no tuvo un impacto en el desempefio motor de los animales, mientras que la ausencia
de la actividad quinasa de la GCN2 tuvo como consecuencia un deterioro del desempefio
motor en comparacion con el grupo WT. En cambio, en el grupo de ratones macho, la DBP
tuvo un efecto en el desempefio motor de los animales, mejorandolo, en forma GCN2-
dependiente. Sin embargo, la ausencia de la quinasa GCN2 funcional en los animales
macho no tuvo un efecto en el desempefio motor. Es decir, en un grupo experimental, la
DBP tuvo un efecto GCN2-dependiente, mientras que en el otro grupo experimental, la DBP
no tuvo efecto pero si lo tuvo la ausencia de la quinasa funcional. Estos resultados
evidencian un interesante rol de la GCN2 en el control de la funcién motora, que opera en
forma sexo-dependiente, y que no habia sido descrito previamente. El papel de la quinasa
GCN2 en la funciéon motora no ha sido estudiado directamente y solo existe un articulo que
la relaciona®. En este articulo® se estudi6 la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT),
que se manifiesta por neuropatias axonales periféricas y problemas motores en los
pacientes, y esta causada por mutaciones en genes que codifican para las ARNt sintetasas,
que son las enzimas que catalizan la esterificacion de un aminoacido con su ARN de
transferencia. En este articulo se explord la contribucién de la quinasa GCN2 debido a que
en un modelo murino de la enfermedad de CMT observaron que la traduccion de
mensajeros estaba alterada y la ISR activada y, ademas, existian antecedentes que
mostraban una detencion de los ribosomas durante la traduccién en distintos modelos de
la enfermedad, detencién que habia sido descrita previamente como un estimulo activador

" 858%) L a consecuencia de la eliminacion

de la GCN2 (conocida como “ribosome stalling
genética de la GCN2 fue que mejord el fenotipo motor de la enfermedad® y en este articulo
se hipotetiza que la activaciéon de la GCN2 en contexto patolégicos podria generar

traduccidon de mensajeros que afectan la integridad del nervio periférico, contribuyendo al
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deterioro motor propio de la enfermedad. Por otro lado, en el Laboratorio de Biologia de la
Neurodegeneracion se ha estudiado el rol de la GCN2 en los oligodendrocitos en otro
contexto patolégico, en un modelo de esclerosis lateral amiotréfica (ELA), que es una
enfermedad neurodegenerativa que conlleva un deterioro en la funcidon motora, mediado
por alteraciones en la funcién de las motoneuronas que controlan los movimientos
voluntarios y también de los oligodendrocitos. Se elimind el gen codificante para el dominio
quinasa de la GCN2 especificamente en los oligodendrocitos de un modelo murino de la
ELA, y esta modificacion genética produjo una progresion acelerada del deterioro motor
caracteristico de la enfermedad en hembras, en comparacion con el grupo control (modelo
murino de la enfermedad con oligodendrocitos que expresan la GCN2). En ese sentido, la
ausencia de la GCN2 en los oligodendrocitos resulté perjudicial para el desempefo motor
de los animales, en ese contexto patoldgico (resultados no publicados).

En este trabajo de Titulo se evalud el rol de la GCN2 en la funcién motora en
animales que recibieron una dieta de composicién proteica reducida durante seis semanas.
De acuerdo a la revision bibliografica realizada, este es el primer antecedente de la
evaluacion del rol de la GCN2 en la funcion motora en un contexto fisioldgico. En el caso
de las hembras, se obtuvo que la quinasa GCN2 es necesaria para la funcién motora basal.
Por otro lado, en los machos se obtuvo que la quinasa es necesaria para la mejora en el
desempefio motor observada como consecuencia de la administracion de la DBP, pero la
ausencia de la GCN2 per se no tuvo consecuencias en el desempefio motor de los
animales. Estos resultados, en conjunto, dan cuenta de la relevancia de la quinasa GCN2
en el control de la funcién motora, con diferencias sorprendentes entre machos y hembras
y revelan la necesidad de explorar su contribucién con mas profundidad en contextos
fisiologicos.

Posteriormente, para determinar la veracidad de la hipétesis en la cual se baso esta
Memoria de Titulo, se analiz6 el hipotalamo a nivel bioquimico, con el fin de conocer el
estado de activacion de la GCN2 y de la autofagia. Ademas, se analiz6 la corteza motora
de los animales, también evaluando la activacion de la GCN2 y de la autofagia, de modo
de complementar los resultados motores obtenidos e intentar comprender el mecanismo
por el cual la quinasa GCN2 interviene en la funcién motora.

A partir de los analisis de la corteza motora, no se observo la activacion de la ISR,
atribuible a la GCN2, como consecuencia de la alimentacion con la DBP en los cuatro
grupos experimentales. En cambio, en el hipotalamo se observo la activacion de la ISR,

atribuible a la GCN2, en respuesta a la reduccién del contenido proteico en la dieta, en los
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machos y en las hembras. Por lo tanto, en las condiciones aqui evaluadas, ante la
administracién de una DBP el hipotdlamo responde y la corteza motora no, teniendo la
GCN2 una activacion tejido-dependiente frente a su estimulo activador. La activacion de la
GCN2 observada en el hipotalamo en este trabajo de Titulo concuerda con lo descrito
previamente en ratones macho alimentados por doce semanas con una dieta con un 1 %p/p
de proteinas'®, donde se observo un aumento de la fosforilacion de elF2a en el hipotalamo
en el grupo sometido a la DBP respecto al control, y la fosforilacion disminuyé al silenciar
la expresion de la GCN2 en el hipotalamo. En esta Memoria de Titulo se determiné que la
activacion de la GCN2 en el hipotalamo en respuesta a la DBP también ocurre en hembras.

Por otro lado, en ambos tejidos cerebrales analizados, en machos y en hembras, se
observaron efectos de la DBP dependientes de la GCN2 en los niveles totales del
componente integrador de la ISR, elF2a: en los animales WT, la DBP generé una
disminucion de los niveles de elF2a en la corteza motora de los machos y en el hipotalamo
de las hembras, que no se detectd en los mismos tejidos de los animales GCN2KO del
mismo sexo. En cambio, en el grupo de animales GCN2KO la DBP produjo un aumento de
los niveles de elF2a, acompafiado de un aumento de la forma fosforilada de este factor,
especificamente en la corteza motora de las hembras y en el hipotalamo de los machos,
mientras que los niveles de elF2a se mantuvieron estables ante la DBP en su contraparte
WT. Estos resultados sugieren que la quinasa GCN2 regula los niveles de elF2a como parte
de su mecanismo adaptativo en respuesta a la disminucion del contenido proteico en la
dieta.

Los niveles de elF2a dan cuenta del potencial de activacion de la ISR: distintos
niveles de elF2a también inciden en la disponibilidad del complejo ternario necesario para
el inicio de la traduccién, y, dado que el mecanismo de accién de la ISR se sustenta en la
regulacion de la disponibilidad celular del complejo ternario (a través de la fosforilacion de
elF2a'), cambios en los niveles totales de elF2a afectaran el potencial de activacion de la
via. De este modo, es posible especular sobre la existencia de distintos niveles de control
de la sintesis proteica ejercidos por la respuesta integrada al estrés: por un lado, se regula
la sintesis proteica a través de la fosforilacion de elF2a, y por otro, la regulacién puede
ocurrir a partir de la modulacion de los niveles totales de este factor. Estos niveles de control
permiten regular finamente la homeostasis proteica en la célula y asi mantener la capacidad
de adaptacioén del sistema, de acuerdo al propésito principal de la activacion de la ISR: la

adaptacion al estimulo estresor que gatillo la activacién de la via inicialmente.
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Cabe mencionar que en la literatura no es frecuente observar el andlisis de los
niveles de elF2a. En esta Memoria de Titulo, y en la investigacion realizada en el
Laboratorio de Biologia de la Neurodegeneracion en general, se ha incorporado el analisis
de los niveles de elF2a en los experimentos, debido a que se han observado cambios en
los niveles de este factor iniciador de la traduccién eucarionte. Por ejemplo, en el
Laboratorio se analizaron los niveles proteicos totales de elF2a en el hipocampo y la corteza
cerebral de un modelo murino deficiente genético de la PKR, otra quinasa de la ISR, y se
observaron diferencias en los niveles de elF2a con respecto a animales WT, que resultaron
ser especificos del tejido analizado y de la edad de los animales (resultados no publicados).
Estos resultados, en conjunto con los resultados obtenidos en esta Memoria de Titulo,
demuestran que al menos dos de las quinasas de la ISR intervienen en la regulacién de los
niveles de la subunidad a del factor 2 de iniciacion de la traduccion eucarionte en el sistema
nervioso central. En cuanto a las diferencias en el efecto de la DBP en los niveles de elF2a
observados en esta investigacion, entre animales WT y GCN2KO, seria interesante analizar
los cambios en los niveles de elF2a inducidos por la disminucién del contenido proteico en
la dieta en simultaneo para los grupos de animales WT y GCN2KO. Esto permitiria, por un
lado, conocer si existen diferencias basales en los niveles del centro integrador de la ISR
dependientes del genotipo de los animales y, por otro lado, analizar el efecto de la DBP en
los niveles de elF2a en los grupos WT y GCN2KO. Este analisis permitiria enmarcar los
resultados de los animales de ambos genotipos en una misma escala, y asi poder incorporar
el contexto, asociado al genotipo, en que se observan los cambios en el centro integrador
de la ISR en respuesta a la DBP. Este tipo de analisis seria particularmente interesante para
los casos en que no se observaron diferencias en la razén de fosforilacion de elF2a, pero
hubo un aumento tanto de la forma fosforilada como del total de elF2a, en respuesta a la
DBP, lo cual se observo en la corteza motora de las hembras GCN2KO y en el hipotalamo
de los machos del mismo genotipo. De acuerdo a la aproximacion habitual en el campo
para la evaluacion de la activacién de la ISR, esto es, el analisis de la razén de fosforilacion
de elF2a, en estos casos se deduce que no hay una activacion de la via. Sin embargo, con
los resultados obtenidos no se puede concluir en forma absoluta. En ambos grupos de
animales, se observo un marcado aumento en los niveles de la forma fosforilada y del total
de elF2a, lo cual sugiere que se promueve la activacion de la via. En el grupo sometido a
la DBP, se observé una mayor cantidad de la forma fosforilada de elF2a, en un contexto en
que ademas estan aumentados los niveles de elF2a. Al analizar unicamente la proporcién

de fosforilacion de elF2a, no se visibiliza este otro nivel de control de la via, ejercido a través
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de la regulacion de los niveles totales de elF2a, generando conclusiones a partir de
resultados que podrian estar incompletos. Estos resultados revelan la necesidad de
examinar los mecanismos que regulan los niveles totales de elF2a, para lograr una
comprension integral de la respuesta integrada al estrés.

En conclusion, los resultados obtenidos en torno a la fosforilacion y los niveles
totales de elF2a dan cuenta de la heterogeneidad en la funcién y regulacion que ejerce la
ISR en distintas regiones del cerebro. Esto evidencia la importancia de abordar el contexto
en el cual se estudia la activacion de la via, y no solo estudiar un fenémeno en torno al
estimulo utilizado. Es necesario considerar tanto las condiciones estudiadas como las
circunstancias en que se aplican para el analisis de un fendmeno como la adaptacion del

sistema nervioso central a la disminucién del contenido proteico en la dieta.

Por otro lado, con respecto a la autofagia en los tejidos cerebrales analizados, y su
dependencia de la GCN2, se concluye que la disminucion del contenido proteico en la dieta
no tuvo un efecto generalizado promotor de la autofagia, como un mecanismo para resolver
la menor disponibilidad de aminoacidos. Se obtuvieron resultados sugerentes de un efecto
activador de la autofagia de la DBP en los grupos de machos WT, tanto para la corteza
motora como para el hipotalamo, y este aumento en la autofagia no se detecté en los
mismos tejidos de los machos GCN2KO, mostrando la dependencia de estos efectos de la
presencia de la GCN2. Ademas, en el hipotalamo de los machos WT existe una correlacion
entre la activacion de la ISR y de la autofagia, evaluados a partir de la fosforilacion de elF2a
y de los niveles de LC3-Il, respectivamente, mientras que no se presentaron diferencias en
los marcadores evaluados en el grupo de machos GCN2KO. De este modo, de acuerdo a
las condiciones evaluadas, la activacion de la autofagia podria ser parte del
mecanismo adaptativo promovido por la activacion de la GCN2 en el hipotalamo en
condiciones de una ingesta proteica disminuida durante seis semanas en ratones
macho. En estas condiciones, también se estaria promoviendo la autofagia en la
corteza motora de los machos, a través de un mecanismo aparentemente
independiente de la fosforilacion de elF2a, pero dependiente de la presencia de la
quinasa GCN2, que podria estar mediado por la fosforilacion de otros blancos de la
GCN2. Por otro lado, los resultados obtenidos a partir de los grupos de hembras
sugieren que la autofagia no es parte del mecanismo adaptativo promovido por la
GCN2 ante la DBP, en las condiciones aqui evaluadas (Figura 14). A partir de los

resultados obtenidos destaca el hecho de que, frente a un mismo estimulo, en este caso,
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la disminucion de la composicion proteica de la dieta, la respuesta a nivel del hipotalamo y

la corteza motora es diferente entre machos y hembras.

Es importante considerar que en esta Memoria de Titulo se evalué la activacion de
la ISR y de la autofagia unicamente al término de las seis semanas de administracion de
las dietas experimentales (DC y DBP). No se puede descartar un efecto de la DBP previo a
la temporalidad especifica aqui evaluada. De este modo, existe la posibilidad de que la DBP
tenga un efecto activador de la autofagia en el sistema nervioso central, mediado por la
GCNZ2, y que no haya sido detectado en este trabajo debido a que en el periodo evaluado
no se present6 ese efecto. Por ejemplo, podria existir un efecto agudo de la GCN2 en la
promocién de la autofagia en respuesta a la DBP, y que tras el prolongado tiempo de
tratamiento con la DBP se hayan estabilizado estos procesos y se hayan recuperado los
niveles de autofagia basales. En ese sentido, evaluar temporalidades distintas de
tratamiento con la DBP permitiria caracterizar de mejor manera la activacion de la autofagia
mediada por la GCN2 en el SNC en respuesta a una disminucion del contenido proteico en
la dieta. Por otro lado, se analizaron homogeneizados de hipotalamo y corteza cerebral, los
cuales representan la composicion de distintos tipos celulares, tales como neuronas, glias,
células que infiltraron desde el torrente sanguineo, entre otros. De este modo, existe la
posibilidad que los distintos tipos celulares respondan a la disminucion de la ingesta
proteica en forma diferencial, pudiendo haber una activacion de la GCN2 y/o de la autofagia
tipo celular-dependiente. En este sentido, la aplicacién de otras técnicas, por ejemplo,
microscopia electrénica, inmunofluorescencia, o bien, intervenir algun proceso intermedio
rio abajo de la activacion de la GCN2, o incluso el proceso de autofagia directamente, seria
conveniente para examinar el rol de la GCN2 en la activacion de la autofagia ante la
administracion de la DBP en forma especifica para las neuronas u otro tipo celular de
interés. No obstante, a pesar de las limitaciones expuestas sobre las técnicas empleadas,
cabe destacar que aun tratandose de una mezcla de tipos celulares, en que los cambios
sutiles no pueden ser percibidos, se lograron detectar cambios en los marcadores de la
activacion de la ISR y de la autofagia en los tejidos evaluados, indicativos de su activacion
en respuesta a la DBP. Por lo tanto, los resultados obtenidos a partir de los marcadores
evaluados representan evidencia contundente respecto de la activacion de la ISR y de la
autofagia en respuesta a la disminucion del contenido proteico en la dieta, permitiendo

formular conclusiones robustas.
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Finalmente, es relevante mencionar que la mantencién de la homeostasis proteica
es fundamental en las neuronas, dada su condicidon no proliferativa y, por lo mismo, las
neuronas poseen mecanismos alternativos que permiten su adaptacion a condiciones
adversas. Estos mecanismos se han estudiado en otra quinasa de la ISR, la quinasa PERK,
la cual se activa en condiciones de estrés del reticulo endoplasmico (RE, ante la presencia
de proteinas mal o desplegadas)’. Wolzak y cols.®” evaluaron la respuesta de astrocitos y
neuronas genéticamente deficientes de PERK frente a un mismo estimulo inductor de
estrés del RE. Los autores observaron que en los astrocitos deficientes genéticos de PERK,
el inductor de estrés del RE, tal como se esperaba, no indujo una activacion de la ISR,
evaluado a través de los niveles de fosforilacién de elF2a y de la sintesis proteica. En
cambio, en las neuronas deficientes de PERK, el mismo inductor de estrés del RE indujo la
fosforilacion de elF2a y la inhibicion de la sintesis proteica dependiente de la ISR. La
activacion de los mecanismos adaptativos de la ISR observada en ausencia de la quinasa
PERK resulté ser mediada por otra quinasa de la ISR, la quinasa HRI. Este sistema de
compensacion detectado en este estudio, que en este contexto esta mediado por la HRI,
refleja la existencia de un sistema de “respaldo”, especifico en las neuronas, para gatillar
los necesarios mecanismos adaptativos ante situaciones de pérdida de homeostasis. Esto
amplia la perspectiva en el estudio de la ISR, y aplica también en los resultados obtenidos
en esta Memoria de Titulo, porque da cuenta de que en las neuronas existen niveles de
control adicionales de la ISR y condiciones particulares que no se dan en otros tipos
celulares. Asi, para la interpretacion de resultados negativos que no concuerdan con lo
esperado, segun la informacion disponible en la literatura para la misma via de sefalizacion,
es importante considerar estos efectos compensatorios, que son considerados mecanismos
de resiliencia celular. Sin ir mas lejos, se podria especular sobre la existencia de un
mecanismo de compensacion especificamente en la corteza motora de los machos
GCN2KO: la fosforilacion de elF2a en los animales sometidos a la DBP estaba aumentada
respecto al grupo control. Es decir, en ausencia de la quinasa GCN2 se observo la
activacion de la ISR en respuesta al estimulo activador de la GCN2, la DBP. En resumen,
en base al antecedente expuesto sobre la existencia de un mecanismo compensatorio
especifico de las neuronas®’, es posible concluir que, por un lado, la actividad de la ISR, es
decir, su capacidad de controlar la sintesis proteica en condiciones de estrés, es
fundamental para la adaptacion de las neuronas, al menos en condiciones de estrés del
RE. Por otro lado, este antecedente evidencia la complejidad de las neuronas y da cuenta

de la necesidad de considerar esta complejidad al momento de estudiar este tipo celular y
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el sistema nervioso central en general, recalcando la importancia del contexto en el cual se
estudian los procesos bioldgicos. Asimismo, esta nocidén, en conjunto con los resultados
obtenidos en esta Memoria de Titulo, enfatizan la relevancia de considerar el contexto en

el cual se estudia la activacion de la respuesta integrada al estrés.

CORTEZA MOTORA HIPOTALAMO
DBP DBP
GCN2 GCN2
v v
p-elF2a @ &
v v
t LC3-Il O t LC3-ll &
| ]
| 1
| ]
\ 4 \ 4
1t AUTOFAGIA J 1t AUTOFAGIA G

Figura 14. Modelo de la regulacion ejercida por la quinasa GCN2 en la autofagia en la
corteza motora y el hipotalamo de ratén. En la corteza motora, la dieta baja en proteinas
(DBP) no tiene efectos en la fosforilacion de elF2a (p-elF2a), pero si produce un aumento
de LC3-Il en los machos (), en forma GCN2-dependiente. El aumento en los niveles de
LC3-Il sugiere (flecha discontinua) un aumento en la autofagia en la corteza motora. En
cambio, en el hipotalamo, la DBP produce un aumento en la fosforilacién de elF2 en forma
GCN2-dependiente, en machos y en hembras (9), y a la vez produce un aumento en los
niveles de LC3-Il en machos, también dependiente de la quinasa GCN2, sugiriendo un
aumento en la autofagia en el hipotalamo de los machos en respuesta a la DBP.
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7.- Conclusiones

A partir del trabajo realizado en esta Memoria de Titulo, es posible concluir que:

1.- En ratones hembra, la quinasa GCN2 es esencial para la mantencion del peso corporal
y la glicemia en condiciones de una ingesta proteica reducida durante seis semanas v,

ademas, cumple un rol en el control de la funcién motora en condiciones basales.

2.- En ratones macho, la disminucion del contenido proteico en la dieta genera una
disminucion independiente de la GCN2 en el peso corporal, y promueve una disminucion

transitoria en la glicemia y una mejora en la funcion motora en forma GCN2-dependiente.

3.- La dieta baja en proteinas, en las condiciones evaluadas, activa la ISR mediante la
GCN2 en el SNC en forma tejido-dependiente: la ISR se activo en el hipotalamo, pero no

en la corteza motora, tanto en machos como en hembras.

4.- La dieta baja en proteinas, en las condiciones de esta investigacion, parece promover
un aumento en la autofagia en el SNC en forma sexo-dependiente: se observé la probable
activacion GCN2-dependiente de la autofagia en la corteza motora y el hipotalamo de los

machos, no asi en hembras.

5.- La quinasa GCN2 regula los niveles de elF2a en respuesta a una dieta baja en proteinas,
en la corteza motora y el hipotalamo de ratones hembra y macho, sugiriendo la existencia
de un control adicional en la activacion de la respuesta integrada al estrés, mediante la

modulacion de los niveles del centro integrador de la via, elF2a.

Finalmente, con respecto a la hipotesis propuesta en esta Memoria de Titulo, se
concluye que la activacion de la autofagia podria ser parte del mecanismo adaptativo de la
GCN2, en respuesta a una disminucion en el contenido proteico en la dieta, en el sistema

nervioso central de ratones macho, no asi en hembras.
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8.- Proyecciones

Los resultados obtenidos a partir del trabajo realizado en esta Memoria de Titulo
mostraron, por una parte, la complejidad de la respuesta del SNC ante una dieta con baja
composicion proteica y, por otra, mostraron un papel inesperado de la quinasa GCN2 en la
regulacién de los parametros evaluados. Ademas, los cambios observados en los niveles
de elF2a sugieren una regulacion adicional de la ISR. Con estos resultados es posible
proponer proyecciones de este trabajo, siendo algunos ejemplos las siguientes:

Se observé que, en respuesta a la disminucion del contenido proteico en la dieta,
los niveles de elF2a presentaron variaciones en forma GCN2-dependiente. Este resultado
sugiere que existe un nivel de control adicional de la ISR, que impacta directamente en el
potencial de activacion de la via. Este nivel de regulacion podria sumarse a los ya descritos,
como lo son la desfosforilacion de elF2a, la degradacion de los sensores luego de su
activacion o la localizacion de los componentes de la ISR en dominios particulares de la
célula. Esta nueva regulaciéon podria ocurrir a nivel transcripcional, traduccional, o
degradativo. También resultaria interesante explorar si la regulacién de la respuesta de la
ISR mediante el control de los niveles de elF2a es ejercida unicamente por la quinasa GCN2
0 €s un mecanismo comun de las quinasas de elF2a.

Nuestros resultados mostraron que la GCN2 ante una DBP regula,
independientemente de la fosforilacion de elF2a, los niveles de otras proteinas. Es
relevante conocer a través de qué mecanismo ocurre esta regulacion. Se ha descrito que
PERK, otra quinasa de elF2a, puede ejercer su efecto a través de la fosforilacion de otros
blancos®. Seria interesante examinar si el rol adaptativo de la GCN2 lo ejerce a través de
la fosforilacion de otros blancos, y conocer la identidad de estos.

Un aspecto interesante de los resultados obtenidos fueron las numerosas
diferencias observadas en la respuesta a la DBP de machos y hembras. En algunos casos,
se observé una respuesta completamente opuesta entre ambos sexos, a partir de lo cual
surgen diversas interrogantes. Seria interesante conocer qué elemento propio de cada sexo
es el que marca la diferencia en la respuesta a la disminucién del contenido proteico en la
dieta, ya sea a nivel hormonal, metabdlico, etc. Por ejemplo, los resultados indicaron que la
autofagia podria aumentar en el cerebro en respuesta a la DBP en machos, pero no en
hembras, sugiriendo diferencias importantes en el mecanismo adaptativo a la escasez de
aminoacidos entre ambos sexos. En este contexto, algunos aspectos esenciales de la ISR

que podrian ayudar a explicar los resultados obtenidos aun no se han descrito: ¢ cual es el
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patrén de expresion de las quinasas y de elF2 en machos y hembras en el sistema
nervioso?; ante un mismo estimulo ¢son distintos los umbrales de activacion de la ISR en
machos y hembras? Explorar estas preguntas representa una proyeccion interesante de
este estudio.

Las funciones en las que se ha involucrado a la ISR abarcan la inmunidad, el
metabolismo, las funciones del sistema nervioso central, entre otras'. Ademas, dado que la
via participa en patologias como el cancer, la diabetes y la neurodegeneracion’, ha sido

2697071 por | tanto, las

explorada como un blanco terapéutico para diversas enfermedades
proyecciones que aqui se plantean no solo permitirian entender el mecanismo adaptativo
ejercido por la GCN2, sino ademas extender este conocimiento a, eventualmente, otras
quinasas y a condiciones patologicas. También, los resultados obtenidos en esta Memoria
de Titulo resaltan la necesidad de considerar ambos sexos en la investigacion cientifica,
tanto para la ISR como para otras vias de sefializacion, ya sea en el estudio de los procesos
y fendmenos biolégicos o en la aplicacion de los resultados obtenidos en otros contextos,

por ejemplo, el clinico.
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Figura S1. Evaluacién de la ingesta de alimento de las hembras sometidas a la dieta baja en
proteinas. Animales silvestres (WT) y deficientes en el gen codificante para la quinasa GCN2
(GCN2KO) fueron alimentados durante seis semanas con una dieta control (DC) y una dieta baja
en proteinas (DBP). Los animales fueron alimentados con la DC por dos semanas (indicadas
como semanas -2 y -1) para su habituacion. La semana 1 corresponde a la primera semana de
tratamiento con la DC y la DBP (indicada con una linea gris discontinua). Cada semana se entreg6
una cantidad exacta de alimento a cada jaula, y a la semana siguiente se pesé el alimento
restante. La diferencia entre ambas cantidades se consider6 como la cantidad de alimento
consumido. Esta cantidad se dividid6 por el nimero de animales en cada jaula, y por los dias
transcurridos entre una medicion y otra, para obtener valores de ingesta diaria promedio por cada
animal en gramos por cada dia. A) Ingesta diaria promedio de las hembras WT alimentadas con la
DC (n=1 jaula con seis animales) y la DBP (n=1 jaula con seis animales). B) Consumo de alimento
diario promedio de las hembras GCN2KO alimentadas con la DC (n=2 jaulas, con cinco y tres
animales) y la DBP (semanas -2 y -1 n=1 jaula con tres animales, semanas 1 a 6 n=2 jaulas con
tres animales cada una). Se graficé la media = la desviacién estdndar. Se evalud el efecto de la
dieta en los grupos WT y GCN2KO considerando los valores de ingesta diaria promedio por animal
de las semanas 1 a la 6 como un conjunto. Se aplicé el Test de t de Welch para todos los analisis.
**** p<0,0001.
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Figura S2. Evaluacién de la ingesta de alimento de los machos sometidos a la dieta baja en
proteinas. Animales silvestres (WT) y deficientes en el gen codificante para la quinasa GCN2
(GCN2KO) fueron alimentados durante seis semanas con una dieta control (DC) y una dieta baja
en proteinas (DBP). Los animales fueron alimentados con la DC por dos semanas (indicadas
como semanas -2 y -1) para su habituacion. La semana uno corresponde a la primera semana de
tratamiento con la DC y la DBP (indicada con una linea gris discontinua). Cada semana se entreg6
una cantidad exacta de alimento a cada jaula, y a la semana siguiente se pesé el alimento restante
en las jaulas. La diferencia entre ambas cantidades se consider6 como la cantidad de alimento
consumido. Esta cantidad se dividid6 por el nimero de animales en cada jaula, y por los dias
transcurridos entre una medicion y otra, para obtener valores de ingesta diaria promedio por cada
animal en gramos por cada dia. A) Ingesta diaria promedio de los machos WT alimentados con la
DC (n=1 jaula con seis animales) y la DBP (n=1 jaula con seis animales). B) Ingesta diaria
promedio de los machos GCN2KO sometidos a la DC (n=2 jaulas, con cinco y dos animales) y a la
DBP (semanas -2 y -1 n=1 jaula con cuatro animales, semanas 1 a 6 n=2 jaulas, con cuatro y dos
animales). Se graficd la media + la desviacién estandar. Se evaluo6 el efecto de la dieta en los
grupos WT y GCN2KO considerando los valores de ingesta diaria promedio por animal de las
semanas 1 a la 6 como un conjunto. Se aplic el Test de t de Welch para el analisis de la ingesta
de los machos WT, y la prueba de Mann-Whitney para los animales GCN2KO.
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Figura S3. Evaluaciéon del peso corporal de las hembras sometidas a la dieta baja en
proteinas. Animales silvestres (WT) y deficientes en el gen codificante para la quinasa GCN2
(GCN2KO) fueron alimentados durante seis semanas con una dieta control (DC) y una dieta baja
en proteinas (DBP). Durante este periodo se realizaron mediciones semanales de peso corporal.
Los animales fueron alimentados con la DC por dos semanas (indicadas como S -2 y -1) para su
habituacién. La semana (S) cero corresponde al tiempo en que se inici6 el tratamiento con la DC y
la DBP (indicada con una linea gris discontinua). A) Peso corporal de las hembras WT y GCN2KO
graficado en conjunto (sin indicar la significancia estadistica de las comparaciones por dieta
consumida). B) Peso corporal de las hembras WT (n=6) y GCN2KO (n=8) sometidas a la DC. C)
Peso corporal de las hembras WT (n=6) y GCN2KO (S -2 n=3, S -1 a S 5 n=6) sometidas a la
DBP. D) - G) Se analizé el cambio en el peso corporal entre la primera (S 0) y la ultima (S 5)
semana de administracion de las dietas, para las hembras WT alimentadas con la DC (D) y la DBP
(E), y las hembras GCN2KO sometidas a las mismas dietas (DC (F) y DBP (G)). El valor de la
media se indica en blanco en la base de cada barra. Se graficé la media * el error estandar (A — C)
o la media = la desviacion estandar (D — G). Se aplicé el Test de t de Welch para todos los analisis,

excepto en C) para las semanas 2 y 4 (prueba de Mann-Whitney). * p<0,05, ** p<0,01.
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Figura S4. Evaluacién del peso corporal de los machos sometidos a la dieta baja en
proteinas. Animales silvestres (WT) y deficientes en el gen codificante para la quinasa GCN2
(GCN2KO) fueron alimentados durante seis semanas con una dieta control (DC) y una dieta baja
en proteinas (DBP). Durante este periodo se realizaron mediciones semanales de peso corporal.
Los animales fueron alimentados con la DC por dos semanas (indicadas como S -2 y -1) para su
habituacion. La semana (S) cero corresponde al tiempo en que se inicié el tratamiento con la DC y
la DBP (indicada con una linea gris discontinua). A) Peso corporal de los machos WT y GCN2KO
graficado en conjunto (sin indicar la significancia estadistica de las comparaciones por dieta
consumida). B) Peso corporal de los machos WT (n=6) y GCN2KO (n=7) sometidos a la DC. C)
Peso corporal de los machos WT (n=6) y GCN2KO (S -2 n=4, S -1 a S 5 n=6) sometidos a la DBP.
D) - G) Se analiz6 el cambio en el peso corporal entre la primera (S 0) y la ultima (S 5) semana de
administracion de las dietas, para los machos WT alimentados con la DC (D) y la DBP (E), y los
machos GCN2KO sometidos a las mismas dietas (DC (F) y DBP (G)). El valor de la media se
indica en blanco en la base de cada barra. Se graficé la media + el error estandar (A — C) o la
media = la desviacion estandar (D — G). Se aplico el Test de t de Welch para todos los andlisis. *
p<0,05, ** p<0,01.

-65-



B WT-DC

B WT - DBP

[l GCN2KO - DC
2 GCN2KO - DBP

% kk *
180~ 180~ 1807 s 180-
- g g b | XN - . ®
e ~ - ~ - E -
51351 5135 5135 5135 .
£ £ £ £ o
© 90 © 901 © 907 @ 907
€ € € €
8 454 8 45 8 45 8 454
o o ) o
0- 0- 0- 0-
2 1 4 6 2 1 4 6
Semana Semana Semana Semana

m
M
@
-

180- 180 180+ ¥k Kkk 180~
- 3 3 l—‘T - .
5,135 51354 51357 51351
£ £ £ £
© 907 © 907 © 90 @ 90
&€ £ IS £
8 451 8 451 8 a5 8 a5
O] O] o o

0- 0- 0- 0-!

Semana -2 Semana 1 Semana 4 Semana 6

Figura S5. Evaluacion de la glicemia de las hembras sometidas a la dieta baja en proteinas.
Animales silvestres (WT) y deficientes en el gen codificante para la quinasa GCN2 (GCN2KO)
fueron alimentados durante seis semanas con una dieta control (DC) y una dieta baja en proteinas
(DBP). Los animales fueron alimentados previamente con la DC por dos semanas (S) para su
habituacién. Se realizaron mediciones de la glicemia previo al inicio del tratamiento (S -2) y durante
la primera, cuarta y sexta semana. La medicion de glicemia correspondiente a la semana 1 se
realizé tras dos dias con las dietas. Previo a las mediciones de la glicemia los animales se
sometieron a un ayuno de seis horas. A) — D) Se analiz6 el efecto de la dieta administrada en el
tiempo para las hembras WT alimentadas con la DC (A) y la DBP (B), y para las hembras
GCN2KO sometidas a las mismas dietas (DC (C) y DBP (D)), evaluando todos los intervalos de
tiempo. E) — H) Se analiz6 el efecto de la dieta y del genotipo en la glicemia de las hembras para
las mediciones realizadas enla S -2 (E), S 1 (F), S 4 (G) y S 6 (H). Para todos los resultados se
graficd la media = el error estandar. El valor de la media se indica en blanco en la base de cada
barra. WT DC n=5, DBP n=6; GCN2KO DC n=8, DBP n=3 en S -2 y n=6 en el resto de las
mediciones. Se aplicé el Test de t de Welch para todos los analisis, excepto para las

comparaciones con el grupo WT DC en la S 4 y con el grupo GCN2KO DBP en las semanas 1,4y
6 (prueba de Mann-Whitney). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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Figura S6. Evaluacion de la glicemia de los machos sometidos a la dieta baja en proteinas.
Animales silvestres (WT) y deficientes en el gen codificante para la quinasa GCN2 (GCN2KO)
fueron alimentados durante seis semanas con una dieta control (DC) y una dieta baja en proteinas
(DBP). Los animales fueron alimentados previamente con la DC por dos semanas (S) para su
habituacién. Se realizaron mediciones de la glicemia previo al inicio del tratamiento (S -2) y durante
la primera, cuarta y sexta semana. La medicion de glicemia correspondiente a la semana 1 se
realizé tras dos dias con las dietas. Previo a las mediciones de la glicemia los animales se
sometieron a un ayuno de seis horas. A) — D) Se analiz6 el efecto de la dieta administrada en el
tiempo para los machos WT alimentados con la DC (A) y la DBP (B), y para los machos GCN2KO
sometidos a las mismas dietas (DC (C) y DBP (D)), evaluando todos los intervalos de tiempo. E) —
H) Se analiz¢ el efecto de la dieta y del genotipo en la glicemia de los machos para las mediciones
realizadas enla S -2 (E), S 1 (F), S4 (G) y S 6 (H). Para todos los resultados se graficé la media =
el error estandar. El valor de la media se indica en blanco en la base de cada barra. WT DC n=5,
DBP n=6; GCN2KO DC n=7, DBP n=4 en S -2 y n=6 en el resto de las mediciones. Se aplicé el
Test de t de Welch para todos los andlisis, excepto para las comparaciones con el grupo WT DC en
la S 4y con el grupo GCN2KO DC en las semanas -2 y 4 (prueba de Mann-Whitney). * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001.
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Figura S7. Andlisis de la activacion de la autofagia en la corteza motora de machos WT
sometidos a la dieta baja en proteinas. La corteza motora de los machos WT, alimentados por
seis semanas con la dieta control (DC, n=6) y la dieta baja en proteinas (DBP, n=6), se aisl6 y se
extrajeron las proteinas del tejido para anadlisis por ensayos de Western blot. Se cuantifico la
intensidad de pixel de las bandas, y se normalizé con la proteina GAPDH. Se evalué el estado de
la autofagia mediante la deteccién de LC3 (formas | y Il, panel superior), y se evaluaron los niveles
relativos de LC3-I (panel inferior). Se muestra la media + desv. std. El valor de la media se indica
en blanco en cada barra. ns: no significativo. Test de t de Welch.
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Tabla 2: Valores del peso corporal promedio (PROM) y la desviacion estandar (D.E.) de los

grupos de hembras.

PESO CORPORAL (g) DE LAS HEMBRAS

WT DC WT DBP GCN2KO DC | GCN2KO DBP

SEMANA| PROM | D.E. | PROM | D.E. [ PROM [ D.E. | PROM | D.E.
-2 21,7 0,6 22,0 0,3 22,5 0,9 21,0 1,4

-1 21,2 0,6 21,5 0,4 22,0 0,6 21,0 1,5

207 | 05| 21,7 | 04| 219 1,0 | 21,3 | 16
21,2 | 05| 21,7 | o3| 222 |09 | 205 | 1,0
21,2 | 04 | 21,4 | o6 | 222 1,0 | 198 | 1,1
216 | 04 | 21,7 | o1 | 222 |09 | 196 | 1,1
21,5 | 05 | 21,4 |04 | 226 | 11| 193 | 14
219 | 07| 214 | o3| 224 |08 | 184 | 1,3

i lwW|IN |~ | O

Tabla 3: Valores del peso corporal promedio (PROM) y la desviacion estandar (D.E.) de los

grupos de machos.

PESO CORPORAL (g) DE LOS MACHOS

WT DC WT DBP GCN2KO DC | GCN2KO DBP

SEMANA | PROM ([ D.E. | PROM | D.E. | PROM | D.E. | PROM | D.E.
-2 29,8 1,7 28,9 2,1 26,6 2,5 26,5 1,1

-1 29,0 1,6 28,6 2,1 27,0 2,0 27,0 2,2

0 296 | 20| 281 |16 | 272 |16 | 277 | 22
1 299 | 24| 267 | 14| 275 | 17| 255 | 1,7
2 300 | 16| 260 | 11| 284 | 15| 243 | 1,4
3 298 | 1,3 | 259 | 14| 292 | 18| 237 | 1,7
4
5

30,9 1,9 24,6 0,9 28,9 1,8 23,0 1,0
30,9 2,2 24,9 1,1 29,2 1,8 22,4 1,0

- 069 -



Tabla 4: Valores de la glicemia promedio (PROM) y la desviacion estandar (D.E.) de los

grupos de hembras.

GLICEMIA (mg/dL) DE LAS HEMBRAS
WT DC WT DBP GCN2KO DC | GCN2KO DBP
SEMANA | PROM ([ D.E. | PROM | D.E. | PROM | D.E. | PROM | D.E.
-2 125 24 127 13 136 21 131 18
1 119 22 119 12 108 16 108 26
117 7 124 12 138 15 91 9
6 134 11 120 17 124 16 94 24

Tabla 5: Valores de la glicemia promedio (PROM) y la desviacion estandar (D.E.) de los

grupos de machos.

GLICEMIA (mg/dL) DE LOS MACHOS
WT DC WTDBP | GCN2KO DC | GCN2KO DBP
SEMANA | PROM | D.E. | PROM | D.E. | PROM | D.E. | PROM | D.E.
-2 142 13 160 13 143 12 131 31
1 145 | 24 | 1090 | 12| 128 | 20| 105 | 28
156 14 118 16 134 21 112 16
6 160 15 138 28 132 14 104 34

-70 -



Tabla 6: Partidores utilizados para la amplificacién de transcritos mediante qPCR.

Transcrito

Tipo de partidor

Secuencia

Sentido 5 — GCGGGTGATTATAGAGCGATAC — 3
map1le3b Antisentido 5 — CAAGCGCCGTCTGATTATCT - 3’
] Sentido 5 — TACCACCATGTACCCAGGCA -3’
actin Antisentido 5 — CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT -3
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