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Evaluation of ferroptosis inhibitors as treatment for Friedreich's Ataxia in
Drosophila melanogaster models.

Abstract

Friedreich’s ataxia (FRDA) is a multisystem neurodegenerative disorder, inherited in an
autosomal recessive manner, caused by the hyperexpansion of the GAA triplet in the gene encoding
frataxin, a mitochondrial protein involved in the synthesis of iron-sulphur clusters and antioxidant
defences. Depletion of frataxin leads to iron accumulation in the mitochondria, uncontrolled
production of reactive oxygen species and lipid peroxidation. These features are common to
ferroptosis, a form of iron-dependant cell death that arises from the accumulation of peroxidized lipids
when glutathione-dependant repair systems are compromised. However, ferroptosis in FRDA has only
been studied in vitro cellular models, so it is necessary to study it in complex multicellular organisms
such as Drosophila melanogaster to confirm the hypothesis that it is the type of cell death that occurs
in FRDA. The fruit fly contains a homologous gene to frataxin in its genome, so its expression can be
modulated using the RNAi system, thus obtaining an animal model with the neurological and

neuromuscular manifestations typical of patients with FRDA.

Currently, there is no cure for FRDA, but exciting therapeutic developments focusing on
different parts of the pathological cascade are emerging. This study demonstrates that the use of
ferroptosis inhibitors drugs such as N-acetylcysteine and N-acetylcysteine amide, which introduce
cysteine into the cell, improves locomotion, survival, mitochondrial activity and neurodegeneration in
frataxin-deficient flies. Similarly, the co-expression of mGPX1 has a protective effect in our frataxin
models, mainly by increasing antioxidant defences, hypothetically decreasing the amount of lipid
peroxides. Thus, our results clearly support the involvement of ferroptosis in FRDA, with apoptosis

being a secondary factor.
This work relates to the 2023 Agenda’s SDG 3: good health and well-being.
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Evaluacion de inhibidores de ferroptosis como tratamiento para la ataxia de

Friedreich en modelos de Drosophila melanogaster

Resumen

La ataxia de Friedreich (AF) es un trastorno neurodegenerativo multisistémico, de herencia
autosémica recesiva, causado por la hiperexpansién del triplete GAA en el gen que codifica para la
frataxina, una proteina mitocondrial involucrada en la sintesis de grupos de hierro-azufre y en las
defensas antioxidantes. El agotamiento de frataxina conlleva la acumulacién de hierro en la
mitocondria, la produccién descontrolada de especies reactivas de oxigeno y peroxidacién lipidica.
Estas caracteristicas son comunes a la ferroptosis, forma de muerte celular dependiente del hierro que
surge de la acumulaciéon de lipidos peroxidados cuando los sistemas de reparacién dependientes de
glutation estan comprometidos. No obstante, la ferroptosis en la AF Unicamente ha sido estudiada en
modelos celulares in vitro, por lo que es necesario su estudio en organismos complejos pluricelulares
como Drosophila melanogaster para corroborar la hipdtesis de que es el tipo de muerte celular que
ocurre en la AF. La mosca de la fruta contiene en su genoma un gen homdlogo a la frataxina, por lo
gue mediante el sistema de ARNi se puede modular su expresién, obteniendo asi un modelo animal

con las manifestaciones neuroldgicas y neuromusculares propias de pacientes con la AF.

Actualmente no existe una cura para la AF, pero se vislumbran emocionantes desarrollos
terapéuticos que se enfocan en diferentes partes de la cascada patoldgica. En este estudio se
demuestra que el empleo de farmacos inhibidores de ferroptosis como N-acetilcisteina y N-
acetilcisteina amida, que introducen cisteina al interior celular, permiten mejorar la locomocion,
supervivencia, la actividad mitocondrial y la neurodegeneracion de moscas deficientes en frataxina.
Del mismo modo, la coexpresion de mGPX1 tiene un efecto protector en nuestros modelos de
frataxina, principalmente al incrementar la defensa antioxidante, hipotéticamente disminuyendo la
cantidad de perdxidos lipidicos. Asi, nuestros resultados respaldan claramente la participacion de la

ferroptosis en la AF, siendo la apoptosis un factor secundario.
Este trabajo se relaciona con los siguientes ODS de la Agenda 2030: ODS 3. Salud y Bienestar.
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1. INTRODUCCION

La ataxia de Friedreich (AF) es una enfermedad grave de los sistemas nerviosos central y
periférico que se manifiesta Unicamente en poblaciones Indo-Europeas y Afro-Asidticas (Labuda et al.,
2000). Las estadisticas muestran que es la ataxia hereditaria mds comun entre las personas de
ascendencia europea, con aproximadamente 1 de cada 20.000 o 1 de cada 50.000 personas afectadas.
No obstante, la prevalencia depende de la regién del continente, ya que en el sur y oeste de Europa el
numero de pacientes es de 1 de cada 20.000, mientras que en el norte y este de Europa la prevalencia
oscila entre 1 de cada 125.000 personas (Vankan, 2013). Ademds, se estima que la frecuencia de ser

portadores de un alelo mutado es entre 1:60 y 1:100 (Parkinson et al., 2013).

El cuadro clinico de los pacientes que padecen la AF consiste en manifestaciones neurolégicas
y neuromusculares, entre las que destacan principalmente la ataxia progresiva de las extremidades y
la marcha, disartria, debilidad muscular y la perdida sensorial. A nivel neuroldgico, conlleva la
degeneracion de los axones de las neuronas sensoriales de los ganglios de la raiz dorsal, de los nucleos
dentados del cerebelo y las columnas posteriores, asi como una gran debilidad motora superior debido
a la degeneracion de los tractos espinocerebelosos de la médula espinal. Otros signos clinicos no
neurolégicos son los asociados a defectos en el esqueleto, miocardiopatia y una mayor tasa de
diabetes mellitus (Koeppen & Mazurkiewicz, 2013; Delatycki & Bidichandani, 2019). Los primeros
sintomas suelen aparecer antes de los 25 afios y los pacientes pierden la capacidad locomotora
aproximadamente 10 o 15 afos después de desarrollar la enfermedad (Tsou et al., 2011). Ademas, la
esperanza de vida se reduce notablemente, siendo el tiempo medio desde el inicio hasta la muerte de
36 afos. La principal causa de muerte es la miocardiopatia, ya que la AF provoca hipertrofia de los
cardiomiocitos y fibrosis endomisial extensa debido a una acumulacidn excesiva de hierro (Koeppen et

al., 2015).

También han sido descritas otras variantes de AF que aparecen de forma mas tardia, a partir
de los 25 y 40 afios, y que presentan un fenotipo menos severo y una progresién mas lenta de la
enfermedad. Por ejemplo, en estos casos la disartria aparece mas tarde y la miocardiopatia y la

diabetes son menos frecuentes (Lecocq et al., 2015).

1.1. Etiopatogenia de la ataxia de Friedreich
La AF es una enfermedad autosdmica recesiva causada principalmente por mutaciones en el
gen FXN. El gen FXN es responsable de la produccidn de la proteina frataxina, la cual estd asociada con
la membrana interna de las mitocondrias. La mayoria de los pacientes presentan en homocigosis una
expansion inestable del trinucleétido GAA en el intrén 1 del gen de la frataxina (Campuzano et al.,
1996). Sin embargo, una pequefia minoria de casos (entre el 2-4 %) presentan expansiones GAA

heterocigotas, en los que Unicamente uno de los alelos presenta las hiperexpansiones de GAA en el
1



1 | Introduccién

gen FXNy el otro alelo presenta una mutacion puntual (Cossée et al., 1999). El nimero de repeticiones
de trinucledtidos en cromosomas normales es alrededor de 40 y el umbral patolégico a partir del cual
se desarrolla la enfermedad suele ser de 70 repeticiones, siendo de 600 y 900 el numero de
repeticiones patoldgicas mas habitual entre los pacientes con AF (Cook & Giunti, 2017). Ademas existe
una relacidn genotipo-fenotipo ya que la longitud de expansidn del triplete GAA se correlaciona con la
edad en la que comienza a manifestarse la enfermedad, y por lo tanto, con su severidad y mortalidad.
El nimero de repeticiones y la cantidad de ARNm producido mantienen una relacién inversa entre si

(Lecocq et al., 2015).

La expansidén intrdnica de los trinucledtidos GAA por encima de lo normal causa una deficiencia
en la iniciacién transcripcional del gen FXN que resulta en niveles anormalmente bajos de la proteina
frataxina, siendo la causa molecular de la enfermedad (Bidichandani et al., 1998). Se ha realizado una
extensa investigacion sobre los mecanismos responsables de este efecto de inhibicion, con la
esperanza de que abordar esta alteracion genética inicial pueda ofrecer una estrategia efectiva para
modificar la enfermedad (Cook & Giunti, 2017). Algunos estudios muestran que la repeticion GAA
expandida forma estructuras no candnicas como bucles R y tripletes de ADN “pegajoso” que bloquean
fisicamente la transcripcién, impidiendo el progreso de la ARN polimerasa Il aguas arriba del exén
(Sakamoto et al., 1999). También sugieren que las expansiones de GAA inducen cambios epigenéticos
aberrantes que desempefian un papel crucial en la inhibicién de la transcripcion de FXN, entre los que
destacan la hipermetilacién anormal del ADN (Castaldo et al., 2008) y la hipoacetilacién de las histonas
(Chutake et al., 2014). Estas modificaciones son responsables de la heterocromatizacion de la region

que engloba al gen FXN y, por lo tanto, del silenciamiento génico.

1.1.1. Funciones de la frataxina

La frataxina es un polipéptido de 210 aminodcidos que es codificado en el nucleo de las células.
Posteriormente, se manifiesta en el citoplasma en forma de un polipéptido precursor y se transporta
a la mitocondria, donde da lugar a la forma madura de 130 aminoacidos mediante la accion de la
peptidasa de procesamiento mitocondrial (Schmucker et al., 2008). La frataxina muestra una gran
conservacioén a lo largo de la evolucidn, presentando homdlogos ortélogos en una amplia gama de

organismos, como mamiferos, bacterias, hongos y plantas (Tamarit et al., 2016).

Se han postulado varias funciones relacionadas con la frataxina, de ahi el caracter
multisistémico de la enfermedad. Entre ellas destacan su participacién en la homeostasis del hierro y
en el mantenimiento del equilibrio redox. No obstante, la Unica funciéon que ha sido demostrada es
que forma parte de un complejo que participa en la biosintesis de centros de hierro-azufre (CFS) en la
matriz mitocondrial. Este complejo estd formado por la cisteina desulfurasa mitocondrial NFS1, la

proteina scaffold ISCU, la proteina accesoria ISD11y la proteina portadora de acilo ACP. Se conoce que

2



1 | Introduccién

el complejo NFS1/ISCU es activada por la frataxina. Sin embargo, no se sabe exactamente si la frataxina

actua como donante de hierro o como regulador alostérico (Fox et al., 2019).

Muchos de los sintomas observados en la AF son el resultado de alteraciones en la homeostasis
del hierro intracelulary de la deficiencia en actividades de proteinas que requieren CFS. Estas proteinas
incluyen complejos respiratorios mitocondriales, enzimas del ciclo de Krebs como la aconitasa y
proteinas implicadas en la reparacidn del ADN y en la replicacién (Zhang & Napierala, 2019). Ademas,
los CFS son componentes inorganicos esenciales que actian como cofactores de proteinas llevando a
cabo reacciones redox, desempenando un papel fundamental en diversas funciones celulares claves.
Estas funciones incluyen la fosforilacion oxidativa, la catdlisis enzimatica y la regulacién génica (Cook
& Giunti, 2017). Asi, un funcionamiento incorrecto de la cadena respiratoria provoca una desregulacion
del estrés oxidativo, que conlleva un incremento del nimero de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
una reduccion de la produccidn de energia mitocondrial (Napoli et al., 2006). También se ha estudiado
en modelos de ratdn YG8R que la deficiencia de frataxina es responsable de un desequilibrio de calcio,

que provoca la formacidon de esferoides axonales en las neuronas (Molla et al., 2017).

1.1.2.Ferroptosis como causa de muerte celular en AF

Uno de los aspectos mds importantes de la enfermedad que aln sigue sin resolverse es la
caracterizacién del tipo de muerte celular que afecta a las células y tejidos deficientes en frataxina. La
mayoria de los estudios que abordan este aspecto se han realizado en diferentes células in vitro, entre
las que destacan neuroblastomas (Palomo et al., 2011), células de carcinoma P19 (Santos et al., 2001),
fibroblastos derivados de pacientes (Sanchez et al., 2016) o iPSCs (Igoillo-Esteve et al., 2014). Los
hallazgos de estos estudios apuntan hacia la apoptosis como el modo de muerte celular
desencadenado por la falta de frataxina, ya que se observod en los modelos celulares la activacion de
genes apoptéticos y la recuperacién mediante farmacos antiapoptdticos. Sin embargo, al evaluar la
cuestion de modelos de ratén in vivo, no se detectd ningiin marcador de muerte celular por apoptosis

(Simon et al., 2004).

Una posibilidad muy atractiva es un nuevo tipo de muerte celular llamado ferroptosis. En 2012
se reconocidé como un tipo de muerte celular programada inducida por hierro con caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas y genéticas diferentes a las formas de muerte celular mds comunes, como
la apoptosis, la necrosis y la autofagia (Dixon et al., 2012). La desregulacion del equilibrio redox
intracelular, la peroxidacion de los lipidos de membrana por la reaccién de Fenton y la destruccion de
la morfologia mitocondrial son las principales caracteristicas de la ferroptosis. Los principales
inductores de la ferroptosis son aquellos que impiden la accién de las defensas antioxidantes
enddgenas, disminuyendo la cantidad de glutatién (GSH), la actividad de la enzima glutatidn

peroxidasa 4 (GPX4) o la expresién del factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (NRF2).

3



1 | Introduccién

Este es un factor de transcripcidn que ante ciertos estimulos, como un incremento en la concentracion
de ROS, migra al nucleo y modula la expresion de muchos genes implicados en la modulacién de la
ferroptosis mediante su unién a la regién promotora en cis, conocida como elemento de respuesta
antioxidante (ARE) (Li et al., 2020). Se ha comprobado que tanto GPX4 como el sistema de transporte

de cisteina/glutamato Xc- son genes que se encuentran regulados por NRF2 (Dodson et al., 2019).

Por un lado, el gen GPX4 es el responsable de la expresion de la enzima GPX4. Esta convierte
el GSH en glutatidon oxidado (GSSG) y reduce los perdxidos lipidicos citotdxicos a los correspondientes
alcoholes (Li et al., 2020). Por otro lado, el sistema de antiporte permite introducir cistina en el interior
celular mediante la salida de glutamato, por medio de una proteina de membrana formada por dos
subunidades: SLC7A11 y SLC3A2. La cistina se puede convertir en GSH mediante una serie de
reacciones bioquimicas. Asi, la cistina se reduce a cisteina por medio de la cisteina reductasa y luego
la glutamato-cisteina ligasa (GCL) y la glutatiéon sintetasa (GSS) agregan L-glutamato y glicina,
respectivamente, para producir GSH (Dodson et al., 2019). De esta manera, ambos forman parte del
sistema antioxidante del organismo que suministra compuestos reductores para eliminar sustancias

oxidantes (Figura 1).

El papel aceptado de la frataxina en la biosintesis de los CFS situa al hierro en el centro de la
neurobiologia y etiologia de la enfermedad. De hecho, se ha observado un aumento del contenido de
hierro en cardiomiocitos, ganglios de la raiz dorsal y el nicleo dentado de pacientes con AF (Koeppen,
2011), asi como en modelos celulares (Costa et al., 2023) y animales (Puccio et al., 2001). Ademas, el
alto contenido de hierro estimula la generacidn de ROS. En este sentido, se ha observado un aumento
de los perdxidos lipidicos en muestras de plasma de pacientes con AF (Emond et al., 2000) y en modelos
de AF de ratdn (Abeti et al., 2016). Todo esto viene acompafiado de una disminucion significativa en
los niveles de la molécula antioxidante GSH, demostrado en modelos de levadura y en linfoblastos de
pacientes con AF (Bulteau et al., 2012). Por lo tanto, la deficiencia de frataxina parece desencadenar
algunas firmas moleculares que recapitulan las caracteristicas distintivas de la muerte celular por
ferroptosis (Figura 1). Ademas, muchos autores confirmaron una mayor sensibilidad hacia inductores
de la ferroptosis como erastina, L-butionina-sulfoximina o alcohol (Xie et al., 2016), y una recuperacién
cuando se trataron las células deficientes en frataxina con inhibidores de la ferroptosis, mientras que

los inhibidores de apoptosis y necrosis no lograron proteger.
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Figura 1. Descripcion general de las alteraciones observadas en la ataxia de Friedreich tras la deficiencia de
expresion de frataxina y su asociacion con la ferroptosis. En la AF, |a falta de frataxina conduce a una alteracion
del estado redox por varios mecanismos: (i) la incapacidad de generar clisteres de Fe-S ocasiona el
desacoplamiento de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria, provocando el aumento de ROS;
(ii) la excesiva acumulacién de hierro libre provoca un aumento de la produccién de ROS a través de la quimica
de Fenton; (iii) deterioro de la respuesta antioxidante debido a la inhibicion del sistema de transporte

cisteina/glutamato Xc- y de GPX4, ambos regulados por NRF2. Creado con BioRender.com.

1.2. Modelos de Drosophila para el estudio de la Ataxia de Friedreich

La identificacion del gen asociado a la enfermedad y la compresién del papel crucial de la
frataxina en la cascada patolégica han llevado a investigaciones innovadoras. Sin embargo,
actualmente no existe una cura efectiva para la AF y Unicamente hay un tratamiento recientemente
aprobado por la FDA, la omaveloxolona (Lynch et al., 2022). Se estan llevando a cabo multiples ensayos
clinicos para evaluar diferentes compuestos farmacoldgicos en pacientes con la enfermedad de
Friedreich. Estos ensayos se fundamentan en diversas estrategias, tales como incrementar la expresién
de frataxina, disminuir el estrés oxidativo, mejorar la funcién mitocondrial, reducir la toxicidad causada

por el hierro o modular las vias metabdlicas reguladas por la frataxina (Aranca et al., 2016). El
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descubrimiento de farmacos es un desafio que requiere de biomarcadores adecuados de la
enfermedad y modelos animales o celulares apropiados para su estudio. Por ello, se ha recurrido a
organismos complejos como Drosophila, debido a su versatilidad y facil manejo, asi como a su corto
tiempo de generacidn. Ademas, gracias al alto grado de conservacion del gen de la frataxina es posible

estudiar su funcidn en otros organismos modelo.

Drosophila melanogaster posee un gen homélogo a la frataxina humana, el gen fh. Este gen se
encuentra en la region 8C/D del cromosoma X de las moscas y estructuralmente estd compuesto de
dos exones separados por un intrén. Tras la transcripcion y traduccion, da lugar a una proteina de 190
aminodcidos (Cafiizares et al., 2000). Para poder estudiar los mecanismos fisiopatologicos de la AF es
necesario reproducir las caracteristicas moleculares y bioguimicas del trastorno humano en la mosca,
es decir, disminuir la expresion de frataxina. Gracias a las herramientas genéticas y métodos de edicién
gendmica que se han desarrollado e implementado en la mosca de la fruta, Drosophila ofrece una

plataforma inigualable para su estudio.

Se han desarrollado una serie de modelos de AF en D. melanogaster a partir del silenciamiento
postranscripcional del gen fh a través de la metodologia de interferencia de ARN (ARNi), basada en el
sistema GAL4/UAS (Monnier et al., 2018). Por un lado, una linea de Drosophila expresa GAL4 con el
promotor de tejido especifico, como puede ser actin (expresion de GAL4 en todos los tejidos de la
mosca) o repo (expresion de GAL4 en las células de glia). Por otro lado, otra linea expresa el transgén,
como por ejemplo el ARNi, bajo el control de UAS, una secuencia de activacion aguas arriba del gen
(Brand & Perrimon, 1993). De esta manera, en la progenie de este cruce, se activa la secuencia UAS-
ARNi en aquellas células donde se expresa GAL4, provocando el silenciamiento del gen de la frataxina

(Figura 2), imitando los fenotipos de los pacientes con AF (Llorens et al., 2007).

La pérdida de la funcidn del gen fh en la mosca de la fruta reproduce importantes
caracteristicas bioquimicas, celulares y fisioldgicas de la AF. La reduccidn de la sintesis de frataxina
conlleva un menor tiempo de vida de las moscas, locomocidn reducida, degeneracion neuronal, estrés
oxidativo, atrofia cardiaca y desregulacion del metabolismo del hierro (Calap-Quintana et al., 2018).
Se ha demostrado que la deficiencia de frataxina en Drosophila afecta a la funcién de las proteinas
mitocondriales que necesitan el cofactor de Fe-S para llevar a cabo su funcidn, como la aconitasa y los
complejos respiratorios mitocondriales (Llorens et al., 2007). Ademas, este organismo ha revelado
fenotipos previamente no descritos, lo que ha permitido identificar nuevos elementos clave en la
patogénesis de la AF, como la participacion de la frataxina en la homeostasis de los lipidos (Navarro et
al.,, 2010) y en la homeostasis del Ca?, siendo importante en la comunicacién entre el reticulo

endopldsmico y las mitocondrias (Rodriguez et al., 2020a).
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Figura 2. El sistema GAL4/UAS es utilizado en Drosophila melanogaster para suprimir la expresion de
frataxina, generando un modelo animal in vivo de AF para estudiar la enfermedad. Se necesitan dos lineas
transgénicas: (i) linea de Drosophila que contiene el factor de transcripcion GAL4 aguas abajo de un promotor
de expresién especifico de tejido (actin: expresion ubicua en toda la mosca o repo: expresidn en las células
gliales); (ii) linea transgénica que contiene el gen de interés (ARNi) colocado aguas abajo del elemento UAS. En
la descendencia, en las células en las que se expresa GAL4, se transcribe el ARNi, que silencia especificamente

al gen de la frataxina. Imagen adaptada de Calap-Quintana et al. (2018). Creado con BioRender.com.

1.3. Inhibidores de ferroptosis como tratamiento de la AF

Los marcadores ferroptéticos y sus potenciales tratamientos han sido descritos en modelos
celulares de AF in vitro. La bibliografia muestra como este tipo de muerte celular en la AF se restaura
farmacolégicamente utilizando inhibidores ferroptéticos (ferrostatina-1 y glutation) en células de
fibrosarcoma humano HT-1800 (Du et al., 2020). Otros emplean derivados del acido oleico o
fenotiazinas lipofilicas que han demostrado su eficacia en la disminucién de la ferroptosis en modelos
celulares (Lynch & Farmer, 2021). No obstante, debido al cardcter emergente de la ferroptosis en el
campo de la investigacion, el niUmero de modelos in vivo robustos y apropiados es minimo. Por lo
tanto, con el fin de evitar las mismas discrepancias observadas en la traduccién de los resultados sobre
la apoptosis desde cultivos celulares a modelos superiores, es de suma importancia probar el impacto
de la ferroptosis en modelos in vivo pluricelulares como Drosophila. Esto permitira llegar a una mayor
comprension del mecanismo subyacente a la neurodegeneracidn, asi como identificar nuevas dianas
terapéuticas. Ademas, estos organismos son excelentes modelos para testar diferentes tratamientos

farmacoldgicos previo a un ensayo clinico.



2. OBJETIVO

El objetivo general de este estudio es determinar si la inhibicidon genética y farmacoldgica de
la ferroptosis son capaces de rescatar los fenotipos asociados a la AF in vivo en moscas modelo de
Drosophila para la enfermedad. De esta manera, si la inhibicién es protectora se podria sugerir que la

ferroptosis es la principal causa de muerte celular en la AF.
Para ello, el trabajo aborda tres objetivos especificos:

1. Analizar la expresion de genes proapoptdticos en moscas con deficiencia de frataxina en todo
el cuerpo.

2. Estudiar el efecto de la coexpresion de la glutatidon peroxidasa 1 de ratén en los modelos de
AF en la mosca de la fruta.

3. Estudiar el efecto del tratamiento farmacoldgico con N-acetilcisteina a diferentes

concentraciones y N-acetilcisteina amida en los modelos de AF en Drosophila.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Mantenimiento y stocks de Drosophila

Las cepas y los cruces de Drosophila fueron mantenidos a una temperatura de 252C en un
medio fresco de harina de maiz y agar estandar (1L agua; 10,5g agar; 60g levadura; 10g harina de soja;
60g harina de maiz; 50g de azucar; 5mL acido propidnico; 10mL de etanol; 3g nipagin) en ciclos de 12
horas de luz y oscuridad. Los cruces se llevaron a cabo cruzando 4 hembras virgenes con 6 machos.
Tras la eclosidn de las pupas a los 10 dias, los machos con el genotipo de interés fueron transferidos a
viales de comida fresca (con o sin farmaco), llevando a cabo el cambio de comida cada 2 o 3 dias. Los
genotipos de las moscas empleadas y los cruces realizados para realizar los experimentos se muestran

en la tabla 1y latabla 2, respectivamente.

Tabla 1. Stocks de Drosophila.

Genotipo Descripcion de la cepa Fuente
Actin-GAL4/TM6B Expresién de GAL4 ubicua Stock 3954 del B.S.C*
Repo-GAL4/TM6B Expresion de GAL4 en la glia Stock 7415 del B.S.C

fhRNAi2/CyO; Actin- Silenciamiento moderado de
Laboratorio G. M. H*
GAL4/TM6B frataxina en toda la mosca
fhRNAI1/CyO; Repo- Silenciamiento fuerte de frataxina en
Laboratorio G. M. H
GAL4/TM6B la glia
UAS-mGPX1/CyO (4616-2- Coexpresion de la glutation Cedida por Prof. Flaviano
4M) peroxidasa 1 de ratén Giorgino
Wi Alelo mutante del gen white Laboratorio G. M. H

*Bloomington Stock Center; *Laboratorio Genétic Molecular Humana, Facultad de ciencias bioldgicas (Universitat

de Valéncia); RNAi: ARN de interferencia

Tabla 2. Cruces de Drosophila melanogaster realizados y nomenclatura de la descendencia empleada.

Nomenclatura de la
Genotipo de la
Cruce descendencia en los
descendencia

resultados

(@) Actin-GAL4/TM6B x (G)wiits Actin-GAL4/+ ActinG4>w

(Q) Repo-GAL4/TM6EB x (T)wiiie Repo-GALA4/+ RepoG4>w
(@) fARNAI2/Cy0; Actin-GAL4/TM6B ActinG4>fhRNAI2

fhRNAi2/+; Actin-GAL4/+

X @Wnls
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(@] fhRNAI1/CyO; Repo-GAL4/TM6EB

fhRNAi1/+; Repo-GALA/+ RepoG4>fhRNAI1
X @Wllls
(Q) Actin-GAL4/TM6B x (S) UAS- UAS-mGPX1/+; Actin-
ActinG4>mGPX1
mGPX1/CyO GAL4/+
(@) Repo-GAL4/TMEB x (G) UAS- UAS-mGPX1/+; Repo-
RepoG4>mGPX1
mGPX1/CyO GAL4/+

(Q) hRNAI2/CyO; Actin-GAL4/TMEB |  fhRNAI2/UAS-mGPX1;
_ ActinG4>fhRNAi2, mGPX1
x ([3) UAS-mGPX1/CyO Actin-GAL4/+

(Q) fARNAI1/CyO; Repo-GALA/TMEB |  fhRNAi1/ UAS-mGPX1;
RepoG4>fhRNAI1, mGPX1
x (3) UAS-mGPX1/CyO Repo-GAL4/+

@: hembras; @: machos; RNAi: ARN de interferencia

3.2. Tratamientos farmacoldgicos

Los farmacos empleados para llevar a cabo los experimentos fueron N-acetilcisteina (NAC) y
N-acetilcisteina amida (NACa). Por un lado, el stock de NAC se prepard a partir de la diluciéon de 250
mg de NAC en polvo en 5 mL de H,0, obteniendo una concentracién de 300 mM. Se evaluaron dos
concentraciones diferentes: 1y 2,5 mM. Para ello, se diluyd el stock a razén de 1:5 para obtener una
concentracién de 60 mM y a razén de 1:2 para llegar a la concentracion de 150 mM. Asi, en ambos
casos, se homogeneizé 100 pL de farmaco diluido con 6 mL de comida liquida, obteniendo una
concentracion final de 1y 2,5 mM respectivamente. Por otro lado, el stock de NACa se llevé a cabo a
partir de la dilucidn de 25 mg de quimico en 1250 plL de H,0, obteniendo una concentraciéon de 20
mg/mL. Para alcanzar la concentracion de trabajo, 40 ug/mL, se diluy6 el stock a razon de 1:10 en Hy0
(2mg/mL) y posteriormente se mezclaron 2mL de comida de mosca por cada 40 pL de farmaco diluido.
El tratamiento con NAC se realizé desde el desarrollo en todos los genotipos, mientras que el
tratamiento con NACa se llevo a cabo desde el desarrollo en moscas con deficiencia de frataxina de

forma ubicua y en la etapa adulta en moscas con deficiencia de frataxina en la glia.

3.3. Anadlisis de la expresion génica
3.3.1.Extracciéon de ARN
La extraccion de ARN se realizdé mediante la combinacién del protocolo de extraccion en
columna MaXtract High Density (Qiagen) y miRNeasy Mini (Qiagen). EI ARN total se extrajo de 15
moscas enteras que se combinaron con 500 uL de QIAzol Lysis Reagent y se homogeneizaron por
agitacién en el dispositivo Tissuelyser LT (Qiagen). Siguiendo las instrucciones del fabricante, el
homogeneizado se centrifugd a 12400 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos a 49C para

eliminar los restos insolubles, se recogié el sobrenadante y se afiadié a un tubo MaXtract.

10



3 | Materiales y métodos

Seguidamente, se afiadié 100 pL de cloroformo, se mezclé suavemente y se dejé reposar 3 minutos a
temperatura ambiente (TA). Para separar la fase organica de la acuosa, se volvié a centrifugar la
muestra a 12400 rpm durante 5 minutos a 42C, recuperando la fase acuosa en un nuevo tubo. Se
afiadié 1,5 veces el volumen obtenido anteriormente de etanol 100 %, formando un precipitado de
acidos nucleicos. El siguiente paso consistié en pipetear 700 pL de muestra (incluyendo el precipitado)
en una RNeasy Mini spin columna dentro de un eppendorf de 2mL de recolecta y se centrifugd a 12000
rmp durante 15 segundos a TA. En la columna se retiene el ARN y el sobrenadante se descarta. Asi, se
llevaron a cabo tres pasos de lavado de la columna con volimenes de 700, 500 y 500 uL de Buffer RPE
y centrifugaciones de 12000 rmp durante 15 s a TA. Finalmente, se volvié a centrifugar la columna sin
afadir volumen para eliminar los restos de buffer y se anadié 50 pyL de agua RNase-free. De esta
manera, tras centrifugar en las mismas condiciones se obtuvo la elucién de ARN. La concentraciény la
pureza del ARN se cuantificd con el dispositivo Nanodrop 2000 midiendo la absorbancia a 260 y 280

nm.

3.3.2.Sintesis de ADNc

Se emplearon 500 ng de ARN para su conversiéon a ADNc a través del QuantiTect Reverse
Transcription kit (Qiagen). En primer lugar, se eliminé el ADN gendmico de la muestra extraida a través
de la adicion de 1 pL de gDNA-wipe out buffer (7x) y el volumen de RNase-free water hasta completar
un volumen de 7 uL, todo preparado en hielo. Seguidamente, se incubé durante 2 minutos a 422C. Una
vez finalizado este proceso, se llevd a cabo la retrotranscripcidon del gDNA-wipe out. Para ello, se
prepard la master mix presente en la tabla 3 y se incubd a 422C durante 40 minutos. Para inactivar la
transcriptasa, se incubd la preparacién 3 minutos a 952C. Finalmente, el ADNc generado se diluyé 1:10

en agua libre de nucleasas y se almacend a -802C para posteriores experimentos.

Tabla 3. Volumenes y reactivos necesarios para la retrotranscripcion del ARN a ADNCc.

Reactivo Volumen
Quantiscript RT buffer (5x) 2 uL
Quantiscript reverse transcriptase 0,5 puL
Oligo(dt) primer 0,5 uL
gDNA-wipe out Hasta un volumen final de 10 pL

3.3.3.PCR semicuantitativa a tiempo real

La técnica de la PCR semicuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) se utiliz6 para determinar el nivel
relativo de la expresidon de genes tipicos en apoptosis (hid, reaper y Diapl) en comparacién a la
expresion del gen de referencia interno de Drosophila, el gen ribosdomico RP49. Las secuencias de los

cebadores se encuentran en la tabla 1 del anexo. Las reacciones de qPCR se prepararon en placas
11
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MicroAMp Fast 96-Well Reaction Plate (0,1mL) (Applied Byosistems), depositando en cada pocillo 10
pL de la mezcla detallada en la tabla 4. La reaccidn en cadena de la polimerasa se llevé a cabo en el
dispositivo StepOne Plus (Applied Biosystems) y la expresion relativa de los genes diana y del control
interno se cuantificaron durante la fase exponencial de la reacciéon de PCR mediante el método AACt
(Livak & Schmittgen, 2001). Cada muestra se realizé por triplicado y los resultados se obtuvieron a

partir de 5 réplicas bioldgicas independientes.

Tabla 4. Composicion de la reaccion RT-qPCR.

Reactivo Volumen
ADNc 0,5 uL
SYBR Green 5puL
Primer forward (1:10) 0,4 puL
Primer reverse (1:10) 0,4 uL
Rox dye 0,2 uL
H,0 3,5uL

3.4. Cuantificacion de los niveles de ATP
3.4.1.Preparacion de la muestra
Se seleccionaron 5 moscas por genotipo y condicidn, con un total de 5 réplicas bioldgicas
independientes. Las moscas se homogeneizaron en tampdn de extraccién de ATP (100mM Tris, 4mM
EDTA, pH 7.75) previamente calentado a 952C. Tras la homogeneizacidn con el biovortex, las muestras
se calentaron de nuevo a 952C durante 2 min y se centrifugaron durante 1 min a 3500 rpm a 42°C.

Finalmente, el sobrenadante se recogié en nuevos tubos.

3.4.2.Ensayo de la luciferasa

Los niveles de ATP fueron medidos con el ATP Bioluminiscence Assay Kit HS Il en placas de 96
pocillos de fondo oscuro (Greiner Flat Bottom Black Polystyrol). Para ello, se diluyé 40 pL de
sobrenadante en 80 uL de ATP buffer (dilucidén 1:3). Posteriormente, se afiadieron en cada pocillo 50
pL de luciferasa y 50 pL de muestra diluida y se midié la luminiscencia en el dispositivo TECAN Spark
Infinity plate reader. Los parametros de medida fueron los siguientes: tiempo de integracion: 10000
ms, tiempo de asentamiento: 1000 ms y atenuacion automatica. La concentracion de ATP en M se
calculé interpolando el valor de la luminiscencia de cada muestra en una recta patrdn realizada con
concentraciones de ATP conocidas. No obstante, para conocer la concentracion real de ATP fue
necesario normalizar dichos valores con el contenido proteico de las muestras. Cada una de las

muestras se leyd por duplicado.
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3.4.3.Ensayo Bradford

Mediante el ensayo Bradford se determiné la concentracion de proteinas en la muestra sin
diluir a través del Coomassie Plus Protein Assay. En el ensayo, 1mL del reactivo Bradford, previamente
atemperado a TA, se mezclé con 20 uL de muestra y se dejé incubar durante 5 minutos a TA.
Posteriormente, 300 uL de la mezcla fueron pipeteados por duplicado en una placa de 96 pocillos
transparente y se midid la absorbancia a 595 nm en el TECAN Spark Infinity plate reader. Tras la
eliminacion del valor de absorbancia del blanco (reactivo Bradford + ATP buffer) para cada una de las
muestras, la concentracion de proteinas en mg/mL se calculd interpolando el valor de la absorbancia

en una recta patrén de seroalbimina bovina de concentracién conocida.

3.5. Inmunohistoquimica

Las moscas, a los 30 dias de vida, fueron fijadas durante 2 horas en PFA 4 % - Triton X-100 (0,5
%) a TA'y en constante agitacion. Seguidamente, se realizaron 3 lavados de 30 minutos con PBS (1X) y
se diseccionaron los cerebros. Una vez extraidos, se llevaron a cabo 5 lavados con PBS-T (0,5 %) de 15
minutos y se dejaron incubar con un colorante para la tincion de lipidos neutros denominado BODIPY
495 a 42C en oscuridad durante toda la noche a una dilucién 1:500. Al dia siguiente, el anticuerpo que
no ha interaccionado con la superficie del cerebro es eliminado por medio de 3 lavados de 15 minutos
con PBS-T (0,5 %). Finalmente, los cerebros fueron colocados en un portaobjetos en el medio de
montaje Vectashield y visualizados en el microscopio confocal LSM 800 (Zeiss). Las disecciones se

realizaron con 15 moscas aproximadamente por genotipo y condicion.

3.6. Secciones de cerebros en parafina

Las moscas de 30 dias de edad fueron colocadas en unos collares metdlicos con una ranura
que permite separar la cabeza del cuerpo y fueron fijadas en la solucion de Carnoy
(etanol:cloroformo:acido acético en una proporcion de 6:3:1) durante 3 h 30 min. Seguidamente, para
deshidratar el tejido se realizaron tres lavados de 30 min con etanol 99 % y finalmente los collares se
dejaron en una solucién de metilbenzoato toda la noche a TA. Al dia siguiente, los collares se movieron
a una solucion 1:1 de metilbenozato y parafina a 602C durante 1 hora. Posteriormente, se realizaron 6
lavados de 30 min en parafina a 602C y se construyeron bloques de parafina colocando el collar en
moldes y depositando parafina liquida en su interior hasta que solidifique a TA. Estos bloques fueron
cortados en un microtomo, generando cortes de 7 um, y depositados en portaobjetos cubiertos con
una solucién acuosa de BSA-glicerina. A continuacidn, se desparafinaron los cortes mediante dos
lavados de 30 min en xilol a 602C. Por ultimo, se montd la preparacién con cubreobjetos y el medio de
montaje DePeX y se observé en un microscopio de fluorescencia LEICA DMI3000 B (longitud de onda
de 470nm) aprovechando la autofluorescencia propia de los ojos de Droshopila, que al cortar con la

cuchilla se extiende por todo el cerebro.
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3.7. Ensayo de longevidad
El ensayo consistié en medir la supervivencia de las moscas. Para ello, se recogieron 75 machos
por genotipo y condicién y se dividieron en tres viales con comida normal o con comida mezclada con
el fdrmaco de estudio (NAC 1mM y NACa). Se anotd el nimero de muertes por genotipo y fdrmaco

cada 2 dias hasta la muerte de todos los individuos.

3.8. Ensayo de geotaxis negativa
Se evalué la capacidad de las moscas de escalar por unas pipetas de pldstico de 24 cm de altura
y 2 cm de didametro como medida de su capacidad locomotora. Se examinaron entre 10 y 15 moscas
por genotipo y condicién a los 15 dias de vida, registrando cada una de ellas en tres ocasiones. Se
introdujeron en las pipetas de plastico, y tras 2 minutos de adaptacién, se midié la altura maxima que
las moscas eran capaces de trepar en 12 s. Se utilizé el promedio de cada mosca para calcular la

velocidad media de escalada en cm/s.

3.9. Analisis estadisticos

En los experimentos, los andlisis estadisticos fueron realizados usando el programa Graphpad
Prism versién 7.04, La Joya, CA. USA. Las graficas se han representado con los valores de la media y el
error estandar de la media. En los experimentos de biologia molecular los datos estan relacionados
con 3-5 réplicas bioldgicas independientes, mientras que en los experimentos de locomocion se
llevaron a cabo alrededor de 12 réplicas. Los test estadisticos utilizados fueron t-student de dos colas,
ANOVA de unaviay el test de Mantel-Cox para el andlisis de las curvas de supervivencia. La significancia
estadistica se representa de la siguiente forma: ****: P < 0,0001; ***: P < 0,001; **: P<0,01; *: P <

0,05. Todas las graficas estan representadas como la media + SEM.
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4. RESULTADOS

4.1. La apoptosis no es la principal ruta de muerte celular en modelos de AF en D.

melanogaster

Los estudios en modelos celulares in vitro apuntan a que la apoptosis es el mecanismo de
muerte celular desencadenado por la falta de frataxina (Sanchez et al., 2016; Palomo et al., 2011). No
obstante, un estudio en modelos de ratdn no corrobord esta hipdtesis al no detectar ninglin marcador
propio de esta (Simon et al., 2004). Asi, en este experimento se estudid la expresién de diferentes
marcadores apoptoticos en otro modelo animal como Drosophila para confirmar que la muerte celular
no se produce mediante apoptosis, sino por otras rutas tales como, por ejemplo, la ferroptosis. Estos
marcadores fueron Diap1, esencial para prevenir la activacion inapropiada de caspasas y la apoptosis
ubicua, reaper y hid, los cuales son antagonistas naturales de Diap1, por lo que su expresion conduce

a una potente induccidon de la apoptosis (Steller, 2008).

En las moscas de 7 dias de edad no se observd diferencias significativas en la expresion de los
genes apoptdticos entre las moscas control y las moscas deficientes de frataxina de forma ubicua
(Figura 3A). No obstante, si que se observé un incremento estadisticamente significativo del 72,6 % en
la expresién del gen reaper en moscas de 30 dias de edad con AF respecto al control (Figura 3B).
Nuestros resultados sugieren que es posible que la apoptosis se produzca cuando la enfermedad esta
totalmente desarrollada, pero no de forma unica, pues solo se sobreexpresa uno de los genes
proapoptaéticos.
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Figura 3. Analisis de la expresion relativa de genes apoptoticos. (A) Expresidn relativa de los genes reaper, hid
y Diap1 a los 7 dias de vida en moscas control y deficientes de frataxina. (B) Expresién relativa de los genes
reaper, hid y Diap1 a los 30 dias de vida en moscas control y deficientes de frataxina. Unicamente se observa un
incremento del 72,6 % en la expresidon de reaper. La significancia estadistica fue calculada mediante T-test

independientes. **P<0,01.
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4.2. La inhibicion genética de la ferroptosis rescata la fisiologia en modelos de AF en D.

melanogaster

Las glutatation peroxidasas (GPx) son conocidas por catalizar la reduccion de H;0, o
hidroperdéxidos organicos a agua o a los alcoholes correspondientes, respectivamente, utilizando como
agente reductor GSH (Ursini et al., 1995). Se decidid coexpresar la glutation peroxidasa 1 de ratén
(mGPX1) en Drosophila debido a su efecto neuroprotector en otros trabajos de Drosophila (Mason et
al., 2013). De esta manera se evalud si la actividad conjunta de GTPX1 propia de la mosca de la fruta,
con actividad tiorredoxina peroxidasa (Missirlis et al., 2003), junto con la mGPX1 eran capaces de
mantener el estado redox en los modelos deficientes de frataxina y, por lo tanto, inhibir las principales
caracteristicas de la muerte celular por ferroptosis. Los experimentos se llevaron a cabo en modelos
de Drosophila melanogaster que mediante el sistema GAL4/UAS generaron moscas deficientes de
frataxina de forma ubicua o Unicamente en las células gliales, imitando la cascada patoldgica de los
pacientes con AF (Monnier et al., 2018). La comprobacion de la expresién de la construccion mGPX1

se representa en la figura 1 del anexo.

El primer paso fue estudiar el efecto de la interaccidn genética sobre los fenotipos asociados a
la falta de frataxina de forma ubicua, tal y como ocurre en los pacientes. Con este objetivo, se llevaron
a cabo ensayos de locomocidn y de actividad energética mitocondrial. Por un lado, en moscas
deficientes de 12-14 dias de edad se observo que la velocidad de escalada disminuye un 65 % respecto
al control (Figura 4A). Sorprendentemente, el mismo resultado se observé en aquellas moscas que
coexpresan mGPX1 de forma ubicua, siendo la capacidad de escalada un 82 % menor respecto al
control (Figura 4A). Por lo tanto, la introduccién artificial de una GPx que forma parte de la ruta
antioxidante enddgena en todos los tejidos no tiene ningln efecto en la capacidad locomotora de las

maoscas.

Otra de las manifestaciones patoldgicas que se evaluaron de la AF es la produccién reducida
de ATP mitocondrial. La deficiencia de frataxina produce una insuficiencia secundaria de proteinas que
contienen grupos de Fe-S, como es el caso del sistema de fosforilacion oxidativa mitocondrial, lo que
explica la disminucién (Napoli et al., 2006). Para comprobar si la coexpresién de mGPX1 vy, por lo tanto,
una mayor produccion de GSH mejoraba la funcidn mitocondrial, se cuantificé la cantidad de ATP por
mg de proteina en moscas modelos de AF de 15 dias de edad. Tal y como se esperaba, la concentracion
de ATP en moscas control y moscas deficientes de frataxina en todo el cuerpo fue significativamente
diferente, siendo un 79,2 % menor (Figura 4B). En el caso de la coexpresién de mGPX1 los resultados
muestran como dispard la produccién de ATP en la mitocondria en modelos de AF, mostrando un
aumento del 81,2 % en la concentracidn. Estos resultados sugieren la importante funcién de las GPx

en el mantenimiento de la homeostasis en la mitocondria, evitando la produccién de ROS.
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Figura 4. Efecto de la coexpresion de mGPX1 en moscas modelo de AF con deficiencia ubicua de frataxina. (A)
Geotaxis negativa en moscas de 12-14 dias de edad. (B) Concentracidn de ATP en moscas de 15 dias de edad. Se
observa una deficiencia del 65 % en la capacidad locomotora de las moscas modelo de AF con la frataxina
interferida en todo el cuerpo. Los modelos que coexpresan mGPX1 no mejoran la capacidad de escalada (A).
También se observa que existe una disminucion clara en los niveles de ATP entre moscas control y moscas con
falta de frataxina (B). Ademads, aquellas que han sido coexpresadas con la mGPX1 aumentan significativamente
la concentracion de ATP (81,2 %) y, por lo tanto, la funcién mitocondrial. Ambos analisis se calcularon mediante
ANOVA de una via con andlisis post hoc mediante el test de comparaciones multiples de Tukey. ****P<0,0001;

***p<0,001

Posteriormente, se estudid el impacto de la inhibicidn genética de la ferroptosis en la funcidn
glial de la frataxina. Para ello, examinamos los principales defectos fisioldgicos de la AF en moscas con
expresion deficiente de frataxina en la zona panglial (Navarro et al., 2010). El primer experimento
consistid en estudiar la capacidad locomotora a través de un ensayo de geotaxis negativa en moscas
de 12-14 dias de edad. Como era de esperar, la capacidad de escalada disminuyd considerablemente
en comparacién con las moscas control, un 69,2 %. No obstante, aquellos individuos modelo que
expresan mGPX1 en las células gliales presentaron una mejora en la locomocién estadisticamente
significativa del 310,67 % respecto a las no coexpresadas, con una velocidad de escalada cercana a los
controles (Figura 5A). Ademas, se observd que la expresién de mGPX1 en moscas control, cuya
expresion de frataxina no ha sido alterada, provocé un incremento del 39 % de la velocidad de
escalada. Este resultado habla de la importancia de las GPx en las células gliales y su implicacién en las

enfermedades neurodegenerativas.
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También se evalud si la modificacion genética mejoraba la integridad de los cerebros en
modelos de AF de Drosophila. La bibliografia muestra como los cerebros de Drosophila que presentan
una falta de frataxina muestran defectos degenerativos en forma vacuolizacidn, principalmente en la
zona del quiasma (Navarro et al., 2010). Asi, se sugirid que la coexpresién de mGPX1 podria evitar la
aparicion de vacuolas. Se llevaron a cabo cortes de cerebro de parafina de moscas control y de moscas
con el gen de la frataxina silenciado en la glia, ambas con 35 dias de edad. Los resultados muestran
como la neurodegeneracion en las moscas RepoG4>fhRNAI1 (Figura 5C) fue visiblemente mayor que
en las moscas control (Figura 5B), con una estructura mas deteriorada y presencia de vacuolizacién en
la zona del quiasma. Sin embargo, en las moscas RepoG4>fhRNAi1, mGPX1 (Figura 5E) no se observé
aparentemente ninguna vacuola, al igual que en el control (Figura 5D), siendo la disminucion del 98 %
(Figura 5F). Por lo tanto, se refuerza la idea de que la coexpresién de mGPX1 es capaz de recuperar la

neurodegeneracidn de los modelos de AF en Drosophila.
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Figura 5. Efecto de la coexpresion de mGPX1 en moscas con reduccidn panglial de frataxina. (A) Geotaxis
negativa en moscas de 12-14 dias. El silenciamiento de frataxina reduce la capacidad locomotora de las moscas.
Los modelos de AF que coexpresan mGPX1 presentan una mejoria significativa de la escalada. (B-E) Imagenes
representativas de las secciones de cerebro de moscas de 35 dias de edad. (F) Porcentaje de vacuolizacion en
el tejido cerebral de moscas control y modelos. No se observa vacuolizacion en moscas control (B) y si que se
aprecia neurodegeneracién en moscas deficientes de frataxina (C). La coexpresiéon de mGPX1 en modelos de
AF en Drosophila es responsable de la ausencia de neurodegeneracion (E y cuantificacion en F). Las flechas
rojas sefialan la presencia de vacuolas como medida de la neurodegeneracién. El analisis del porcentaje de
vacuolizacidn (F) se calculd mediante T-test independiente y la significacién en A se determind mediante
ANOVA de una via con analisis post hoc mediante el test de comparaciones multiples de Tukey. *P< 0,05;

****P<0,0001. La escala es de 50 um.
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4.3. Efecto de la inhibicidon farmacoladgica de la ferroptosis sobre los fenotipos asociados

a la falta de frataxina
Los resultados positivos obtenidos con la inhibicién genética nos animaron a evaluar el
potencial de quimicos que actian como inhibidores de ferroptosis en nuestros modelos de Drosophila
de la AF. Esta aproximacion en modelos in vivo ayudaria a corroborar la hipdtesis de que la ferroptosis
es la causa de muerte celular en la AF (La Rosa et al., 2020). Los inhibidores de ferroptosis se
seleccionaron gracias a la busqueda en la bibliografia de farmacos dadores de cisteina para regenerar
glutatidn que han sido empleados en Drosophila y cultivos celulares. Asi, los farmacos elegidos fueron
N-acetilcisteina (NAC) a concentraciones de 1 y 2,5 mM vy N-acetilcisteina amida (NACa) a
concentracion de 40 pg/mL, ya que han demostrado su capacidad de regenerar la concentracién de
GSH, cofactor fundamental de la GPX4 para disminuir los lipidos peroxidados. NAC es un compuesto
que posee un grupo sulfhidrilo, que es la forma acetilada de la L-cisteina. Después de la absorcion, la
NAC se metaboliza rapidamente en cisteina, la cual es un precursor directo de la produccién de GSH
intracelular y de la restauracion de grupos tiol, regulando el estado redox (Tardiolo et al., 2018). NACa
es un derivado sintético de NAC que penetra mejor la membrana plasmatica debido al caracter lipdfilo
que le proporciona la amida, neutralizando la carga negativa del grupo carboxilo (Wu et al., 2006).
Ademas ha sido empleado en el tratamiento de una gran variedad de trastornos neuroldgicos
(Shahripour et al., 2014). La baja toxicidad de NACa lo convierten en un candidato potencial para los
trastornos neurodegenerativos debido a su capacidad de atravesar eficientemente la barrera

hematoencefalica (Offen et al., 2004).

El primer paso fue evaluar si los farmacos eran capaces de incrementar la supervivencia de
adultos con deficiencia sistémica de frataxina, ya que reproduce mejor las condiciones del paciente.
Se analizd la vida media y maxima tanto de moscas control como de moscas con expresion reducida
de frataxina en condiciones normales y tratadas con NAC 1mM y NACa 40 pg/mL. Se observé que en
condiciones normales la interferencia de frataxina dio como resultado un acortamiento de la
esperanza de vida media (36 dias) y maxima (66 dias) un 45 % y un 22,7 %, respectivamente, en
comparacién con los controles, cuya vida media fue de 66 dias y la vida maxima de 81 dias (Figura 6A).
Por un lado, el tratamiento con NAC 1mM supuso un aumento del 12,2 % de la vida media (43 dias) y
un 19,7 % de la vida maxima (79 dias) respecto el modelo de AF sin tratar. La forma de la curva muestra
como en los 30 primeros dias el tratamiento con NAC 1ImM no tuvo apenas efecto, pero a una edad
mas adulta si que se observé rescate. Por otro lado, la suplementacidon con NACa resultd en una vida
media de 25 dias y una vida maxima de 64 en moscas deficientes de frataxina, lo que en comparacion

con las no tratadas supuso una disminucién significativa de la vida media del 30,5 %. La vida maxima
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es practicamente idéntica, lo que sugiere que en edades tempranas el farmaco no tuvo efecto y no

consiguié mejorar la fisiologia de la enfermedad.

Otro de los aspectos clave en la fisiopatologia de la AF es la pérdida de la locomocidn, por lo
que es de interés comprobar si los tratamientos farmacoldgicos son capaces de recuperar la capacidad
de escalada en moscas con déficit de frataxina de forma ubicua a los 12-14 dias de vida (Figura 6B). Se
observé un incremento estadisticamente significativo de la movilidad con el tratamiento de NAC 1mM
(94,9 %), NAC 2,5 mM (77,57 %) y NACa (72,85 %) respecto a las moscas alimentadas con comida
normal (Nf). Por lo tanto, el tratamiento con farmacos inhibidores de la ferroptosis mejora la
locomocion un 81,77 %. El tratamiento con NACa en moscas control no modificé la capacidad de
escalada de las moscas control. Sin embargo, inesperadamente, el tratamiento con NAC disminuyd la
movilidad de los controles en un 27,13 %. Estos resultados muestran como la introduccién de cisteina

de forma artificial en el interior celular ayuda a revertir los fenédmenos patolégicos asociados a la AF.

Con el fin de comprender el modo de accién de los farmacos, optamos por investigar si las
mejoras observadas en la supervivencia y la capacidad locomotora de las moscas modelos de AF se
debian a una mejora en la funcién mitocondrial mediante el aumento de la produccidn de ATP. Esta se
encuentra altamente inhibida en la AF debido a la incapacidad de los complejos respiratorios
mitocondriales de llevar a cabo su funcién (Napoli et al., 2006). Ambos farmacos causaron un aumento
significativo de la concentracion de ATP en moscas de 15 dias de edad con deficiencia de frataxina en
todo el cuerpo (Figura 6C). El tratamiento con NAC 1mM supuso un aumento drastico de la
concentracién de ATP del 430 % y NACa un aumento del 318,5 %, ambos respecto a las moscas del
mismo genotipo alimentadas con comida convencional. En cuanto a los controles, la concentracién de
ATP no sufrid grandes alteraciones. De nuevo, se corrobora el efecto beneficioso de la introduccién de
cisteina, con la consiguiente producciéon de GSH, en la funcidon mitocondrial, ya que en conjunto
aumentan la concentracién del ATP un 374,5 %. Este resultado podria explicar, al menos en parte, los

resultados obtenidos en la locomocion y longevidad de las moscas modelo.

Por ultimo, el paso final fue determinar si los farmacos inhibidores de la ferroptosis eran
capaces de evitar la neurodegeneracion y vacuolizacion en el cerebro de moscas modelo de AF con
reduccion panglial de frataxina de 35 dias de edad, asi como su efecto en la capacidad motora de las
moscas. Los resultados muestran que la velocidad de escalada se incrementé un 67,85 % con el
tratamiento de NAC 1mM y un 143 % con el tratamiento de NACa, respecto al mismo genotipo
(RepoG4>fhRNAI1) en comida normal (Nf). No obstante, la capacidad motora no es recuperada con

una concentracion mas elevada de NAC, a 2,5 mM (Figura 7A). Asi el uso de inhibidores de ferroptosis
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Figura 6. Los tratamientos farmacoldgicos recuperan algunos de los sintomas causados por la AF en moscas
modelo con interferencia sistémica de frataxina. (A) Longevidad en moscas control y moscas modelo no tratadas
(Nf) y tratadas con N-acetilcisteina (NAC) 1mM y N-acetilcisteina amida (NAca). El tratamiento con NAC 1mM
mejorod la supervivencia en los estadios adultos de la mosca, mientras que NACa fue incapaz de mejorar la
longevidad de las moscas modelo. (B) Geotaxis negativa con individuos de 12-14 dias de edad. Ambos
tratamientos farmacoldgicos mejoraron la movilidad de las moscas de AF de manera significativa. (C)
Concentracion de ATP en moscas de 15 dias de edad. El tratamiento farmacoldgico consiguié aumentar de forma
drastica la concentracion de ATP en modelos de AF. Los analisis de la curva de supervivencia se realizaron
mediante el test de Mantel-Cox (A) y las diferencias estadisticas en (B) y (C) se analizaron mediante ANOVA de
una via con analisis post hoc mediante el test de comparaciones multiples de Tukey. Las graficas representan la

media + SEM. ****p<0,0001; ***P<0,001; **P<0,01; *P< 0,05

mejord un 105,4 % la escalada en modelos de AF donde la frataxina ha sido silenciada Unicamente en

la glia.

En cuanto a la integridad del cerebro, se corroboré que la falta de frataxina a nivel de la glia
afecté negativamente en forma de neurodegeneracién (Figura 7C), tal y como ya habia mostrado
nuestro grupo en otros trabajos (Navarro et al., 2010). El tratamiento con NAC 1mM fue capaz de
rescatar totalmente la neurodegeneracidon en moscas deficientes de frataxina (Figura 7E), pues no se
observa visualmente ningun tipo de vacuolizacidn en el cerebro de las moscas en comparacidon con
aquellas que no han sido tratadas (Figura 7C). La cuantificacion del area degenerada (Figura 7H) mostré

que las moscas tratadas con NAC mostraban una disminucién de la vacuolizacién del 81,5 % respecto
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a las no tratadas. No obstante, el tratamiento con NACa no parece recuperar la degeneracidén neuronal
debido a la presencia clara de vacuolas en la zona del quiasma (Figura 7G), siendo su cuantificacién
estadisticamente no significativa (Figura 7H). Las moscas sin deficiencia de frataxina no muestran
neurodegeneracidon en ninguno de los tres casos (Figura 7B, 7D y 7F), por lo que los fdrmacos no
muestran efectos perjudiciales sobre la mosca. Estos resultados podrian sugerir que la concentracion
de NACa no fuera lo suficientemente alta para evitar la neurodegeneracién en etapas tardias de la
enfermedad, mientras que NAC a una concentracion de 1mM resultd beneficioso en moscas

deficientes de frataxina en las células de la glia.
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Figura 7. Efecto del tratamiento farmacoldgico en moscas con reduccion panglial de frataxina. (A) Geotaxis
negativa en moscas de 12-14 dias. El tratamiento con N-acetilcisteina (NAC) 1mM y N-acetilcisteina amida (NACa)
mejord significativamente la capacidad de escalada, mientras que NAC 2,5 mM no mejord la locomocion,
respecto a las no tratadas (Nf). (B-G) Imagenes representativas de las secciones de cerebro en moscas de 35
dias. (H) Porcentaje de vacuolizacion en el tejido cerebral de moscas deficientes no tratadas y tratadas
farmacolégicamente. El tratamiento con NAC 1mM recuperé totalmente la neurodegeneracién en moscas con
interferencia de frataxina (E) respecto a aquellas que no han sido tratadas farmacoldgicamente (C). Sin embargo,
NACa no fue capaz de evitar la vacuolizacidn en el quiasma de las moscas modelo de AF (G). Las flechas rojas
sefialan la presencia de vacuolas como medida de la neurodegeneracidn. La significancia estadistica en Ay el
analisis del porcentaje de vacuolizacién (H) se realizaron mediante ANOVA de una via con andlisis post hoc
mediante el test de comparaciones multiples de Tukey. ****P<0,0001; ***P<0,001; **P<0,01. La escala es de

50 um.
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4.4. No hay disminucidn en la cantidad de lipidos cerebrales con la inhibicién

farmacolégica y genética de la ferroptosis

Una de las caracteristicas principales de la ferroptosis es el incremento de lipidos peroxidados,
aspecto que también esta presente en los modelos de Drosophila de AF (Monnier et al., 2018). Sin
embargo, este defecto va también acompaiado de la acumulacion de lipidos y de gotas de lipidos en
las células gliales. Esta alteracion del metabolismo lipidico estd asociado a una disminucion de la
esperanza de vida, una mayor vulnerabilidad a los efectos perjudiciales de los radicales libres, efectos
neurodegenerativos y un deterioro grave de la actividad locomotora (Navarro et al., 2010). Por esto,
se estudid paralelamente si la coexpresion de mGPX1 o la suplementacién farmacoldgica con NAC
1mM en lineas de ARNi para la supresién dirigida de frataxina en la glia de Drosophila eran capaces de
revertir este fenotipo. Para ello, se llevé a cabo la diseccién del cerebro de las moscas de 30 dias y
posteriormente fueron tefiidas con la tincidn de lipidos neutros BODIPY 495. Se observé como la
cantidad de lipidos en moscas deficientes de frataxina sin tratar es mucho mayor (Figura 8B) que en
aquellas que no presentan la enfermedad (Figura 8A), en cuya superficie no se observan los puntos
negros representando las gotas de lipidos. No obstante, emplear inhibidores ferroptéticos en estos

modelos no supuso una disminucién en la cantidad de lipidos totales en la superficie del cerebro, ni
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Figura 8. La cantidad de lipidos neutros no es disminuida con el tratamiento farmacolégico y genético de los
modelos de AF con reduccion de frataxina en la glia. La deficiencia de frataxina provoca la presencia de lipidos
en el cerebro (B), respecto al control (A). Los inhibidores ferroptéticos empleados fueron el tratamiento
farmacoldgico con N-acetilcisteina (NAC) 1mM, que no tuvo ningln efecto (D), y la coexpresion génica de la
glutation peroxidasa de ratén 1 (mGPX1), la cual no consiguié tampoco reducir la cantidad de lipidos (F). Las

flechas rojas sefialan la presencia de lipidos tefiidos. La escala es de 50 um.
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con la coexpresion de la GPx (Figura 8F), ni al suplementar la comida con el quimico NAC 1mM (Figura
8D), respecto a los controles de cada condicidn (Figura 8E y Figura 8C, respectivamente). Este resultado
podria confirmar la hipétesis de que los inhibidores empleados tienen como funcion disminuir la

cantidad de lipidos peroxidados, pero no la cantidad absoluta de lipidos neutros.
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La ataxia de Friedreich es la ataxia hereditaria recesiva mas frecuente en la poblacién caucdsica
y es producida por un déficit en la sintesis de la proteina mitocondrial frataxina. Aunque su funcién no
se ha comprendido completamente, hay una sélida evidencia que respalda su participacidn en la
formacién de CFS (Fox et al., 2019). Las diversas funciones de los CFS como grupos prostéticos resultan
en manifestaciones pleiotrdpicas y multiorganicas en el caso de la AF. Aunque actualmente no hay una
cura efectiva para la AF, se estdn produciendo emocionantes avances terapéuticos que se enfocan en

diferentes partes de la cascada patoldgica (Zhang & Napierala, 2019).

Este trabajo se ha centrado en la evaluacion de la inhibicion de la ferroptosis, farmacoldgica y
genéticamente, en modelos de Drosophila melanogaster como posible estrategia terapéutica de la AF.
La ferroptosis es una forma recientemente descrita de muerte celular programada inducida por hierro
gue es bioquimicamente diferente de la apoptosis. La desregulacidon del metabolismo del hierro, la
depleciéon de glutatidn y la acumulacidn de peréxidos de lipidos se han descrito como participantes
principales en este tipo de muerte celular (Xie et al., 2016). Se ha informado de una fuerte relacion
entre la ferroptosis y la neurodegeneracién, sobre todo en la enfermedad de la AF (La Rosa et al.,
2020). No obstante, la caracterizacién del tipo de muerte celular como consecuencia de la enfermedad
no ha sido resuelta pues la evidencia cientifica demuestra que existen marcadores apoptdticos en
modelos celulares de la AF (Palomo et al., 2011), pero nunca ha llegado a dar el salto a organismos
pluricelulares (Simon et al., 2004). Por lo tanto, es necesario estudiar los marcadores ferroptoticos en
organismos complejos para corroborar lo observado in vitro, entendiendo asi los mecanismos

subyacentes a la muerte celular en organismos pluricelulares con AF.

En este estudio observamos que no habia diferencia en la expresion de los genes apoptdticos
reaper, hid y Diap1 en moscas control y deficientes de frataxina de 7 dias de edad, relacionado con el
estado presintomatico de la enfermedad. No obstante, en moscas de 30 dias de edad, cuando las
moscas ya muestran claramente los sintomas, el gen reaper se encuentra sobreexpresado. En otros
trabajos del mismo laboratorio se estudié la expresidon de estos genes en moscas de 20 dias de edad y
no se observé diferencia significativa (Pascual, 2022). Los marcadores proapotéticos en Drosophila han
sido ampliamente estudiados y estos muestran que la expresidn de reaper o hid por si solos no induce
de manera eficiente la muerte celular de la linea media celular del sistema nervioso central del embridn
de Drosophila. Asi, reaper y hid se expresan y cooperan juntos de forma sinérgica para inducir la
apoptosis (Zhou et al., 1997). Por este motivo, no podemos confirmar que en moscas de 30 dias se
esté llevando a cabo la apoptosis debido a la sobreexpresidn de solo uno de los dos genes. No obstante,
esto no descarta que en moscas de mayor edad la patologia de la enfermedad desencadene varias

rutas de muerte celular. Se sugiere entonces que en los primeros dias de vida y durante parte de su
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edad adulta en el que las moscas deficientes de frataxina empiezan a morir, siendo su vida media de
36 dias, es otro tipo de muerte celular la responsable. Por lo tanto, debido a la presencia de los
marcadores ferroptdticos en nuestros modelos de Drosophila y en otros trabajos del grupo (Pascual,

2022), este tipo de muerte celular dependiente de hierro podria ser un buen candidato.

El siguiente paso fue estudiar si interviniendo en las principales vias de sefalizacidn
involucradas en la ferroptosis (sistema Xc- y GPX4) se podria conseguir revertir el fenotipo asociado a
la AF en modelos de D. melanogaster. Para ello se han empleado inhibidores de ferroptosis que han
resultado eficientes en modelos in vivo de la AF (Chiang et al., 2020) o en estudios relacionados con
enfermedades cuyas manifestaciones patoldgicas son similares a la AF (Li et al., 2022; Banaclocha,
2000). Por un lado, el papel de GPX4 como regulador principal en el proceso de la ferroptosis se basa
en su capacidad de reducir complejos hidroperdxidos a sus correspondientes alcoholes mientras que
oxida el GSH en disulfuro de glutatidn, impidiendo asi la reaccidon en cadena de la peroxidacién lipidica.
La importancia de GPX4 se demostré en modelos de ratdn KIKO de frataxina ya que su expresion se
redujo notablemente, lo que provoca la progresion de la enfermedad y la disminucidn de las defensas
antioxidantes (Turchi et al., 2020). En la mosca de la fruta, el Unico homdlogo de la peroxidasa es
GTPx1, el cual tiene actividad tiorredoxina peroxidasa y es el encargado de mantener el equilibrio
redox intracelular (Missirlis et al., 2003). No obstante, en un estudio del grupo en el que se
sobreexpresé GTPx1 en Drosophila se demostré que aumentar la actividad tiorredoxina no fue
suficiente para controlar el desequilibrio redox que genera la falta de frataxina en la mitocondria vy,
por lo tanto, la peroxidacion lipidica (Pascual, 2022). Por lo tanto, con el objetivo de contrarrestar el
estrés oxidativo que ocasiona el déficit de cofactores CSF se plantean dos aproximaciones: (i)
coexpresar mGPX1, cuya actividad es neuroprotectiva en modelos de Drosophila de la enfermedad de
Huntington (Mason et al., 2013) y (ii) aumentar la concentracién de cisteina en el interior celular de
forma artificial para potenciar la capacidad antioxidante de la célula a través de la actividad endégena

de GTPx1, empleando el GSH sintetizado.

Los resultados obtenidos sugieren que las GPx tienen un papel muy importante en el cerebro
debido a su papel neuroprotector, que se observa en la superficie cerebral al reducir practicamente al
completo la vacuolizacién, siendo la neurodegeneracién eliminada. Ademas, su capacidad locomotora
aumenta drasticamente respecto a las que no expresan mGPX1. Estos resultados coinciden con lo
observado en Mason et al. (2013), ya que la coexpresion de mGPX1 en modelos de Huntington mejoré
la actividad locomotora y la neurodegeneracién, asi como la arritmia circadiana. No obstante, en
condiciones mas préximas a las que ocurre en humanos, en las que la expresién de frataxina es
deficiente en todo el cuerpo, una sobreexpresion de mGPX1 ubicua no parece mejorar la locomocién

de las moscas. Este resultado sugiere que cada tejido responde diferente a la falta de frataxina, por lo
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que la cantidad de lipidos peroxidados en la glia es mas critica que en otros tejidos del cuerpo (Navarro
et al., 2010). Asi, la actividad de mGPX1 es mas efectiva en la glia y consigue mejorar la locomocién y
la neurodegeneracion. También demostramos que la funcién mitocondrial es mejorada, por lo que
confirmamos el papel de las GPx en el mantenimiento de la homeostasis en el interior de las
mitocondrias y podria ser un potencial tratamiento terapéutico como sustitucién de la funcidn de la

frataxina.

Existe una amplia gama de evidencias y ensayos clinicos que resaltan la importancia
fundamental de los antioxidantes en la AF (Rodriguez et al., 2020b). En este estudio, se ha empleado
la NAC debido a su papel reconocido antioxidante y antiinflamatorio utilizado para contrarrestar
enfermedades neurodegenerativas y psiquidtricas. La sintesis de GSH estd limitada por la
disponibilidad de sustratos, siendo la cisteina el precursor limitante. El tratamiento Unico con GSH no
es suficiente para recuperar sus niveles debido a su rdpido metabolismo, mientras que la NAC es capaz
de atravesar las barreras, introducir cisteina y aumentar la concentraciéon de GSH (Tardiolo et al.,
2018). Estudios previos muestran como la aplicacién de NAC en beagles con nefropatia diabética
redujo el proceso de la ferroptosis (Li et al., 2022) y en D. melanogaster mejord la supervivencia y la
capacidad locomotora a concentraciones de 10nM a 1mM, siendo concentraciones mds altas toxicas
(Shaposhnikov et al., 2018). En modelos de AF de Drosophila generados a partir de la insercién
mediante CRISPR/Cas9 de aproximadamente 200 GAA en el intrén del gen fh, emplearon NAC como
tratamiento a una concentracidn de 5mM y observaron mejoras significativas en la supervivencia,
funcion locomotora, resistencia al estrés oxidativo y en la actividad de la aconitasa (Russi et al., 2020).
No obstante, en otros trabajos, una concentracidn de NAC de 5mM resulté en una disminucién de la
longevidad de las moscas (Pascual, 2022). Por lo tanto, en nuestros experimentos evaluamos
concentraciones de 1ImM y 2,5 mM. La concentracion de 2,5 mM fue descartada rdpidamente debido
a la falta de rescate de la locomocién en moscas deficientes de frataxina en la zona panglial, por lo que
el resto de los experimentos se llevaron a cabo con NAC 1mM. Este fdrmaco aumenté la vida media
(12,2 %) y maxima (19,7 %) de las moscas deficientes de frataxina, principalmente en un estadio mas
envejecido de la mosca en el que la enfermedad ha sido desarrollada completamente, lo que
concuerda con la disminucidn de la neurodegeneracion observada en moscas de 35 dias de edad. No
obstante, resulta extrafio que el tratamiento con NAC en moscas control supuso una disminucién del
19,7 % de la vida media, por lo que en etapas tempranas de las moscas parece resultar téxico. Este
resultado es contrario al expuesto en Niraula y Kim (2019), que incluso empleando una concentracion
de 5mM la supervivencia de las moscas con o sin tratamiento es idéntica. Esto podria explicar que en
moscas deficientes de frataxina, en los primeros dias el fdrmaco tenga un efecto téxico y aquellas que

sobreviven a este estrés son capaces de mejorar las manifestaciones patoldgicas de la enfermedad.
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De acuerdo con los resultados del presente estudio, NAC consiguié mejorar la velocidad de
escalada tanto en moscas deficientes de frataxina de forma ubicua como en la glia, asi como la
concentracién de ATP, tal y como habia sido informado en estudios previos (Russi et al., 2020; Pascual,
2022). Estos resultados apoyan la hipétesis de que la introduccién artificial de cisteina en el interior de
las células provoca un aumento de la concentracion de GSH que es empleada por GTPX1 para

contrarrestar el estrés redox que genera la falta de frataxina.

Aunque la NAC ha sido probada en varios modelos in vivo e in vitro y hemos comprobado que
tiene efectos beneficiosos en la AF, diferentes estudios informan que su biodisponibilidad e
hidrofobicidad son una de principales limitaciones para potenciar al maximo sus beneficios sobre las
enfermedades asociadas al estrés oxidativo (Shahripour et al., 2014). Es por este motivo que
empleamos un derivado amida de NAC (NACa) que ha demostrado su capacidad de atravesar la
membrana hematoencefdlica gracias a su lipofilicidad y que es un potencial tratamiento en trastornos
neurolégicos (Sunitha et al., 2013). La capacidad de disminuir el estrés oxidativo de NACa ha sido
testada en modelos in vitro e in vivo (Schimel et al., 2011; Amer et al., 2008). Nosotros administramos
NACa a concentraciones de 40 pg/mL en referencia a lo observado en otros modelos de AF en
Drosophila en Chen et al. (2016) y en moscas de la fruta mutantes para la acumulacién de lipidos en la
glia, cuyo efecto fue neuroprotector (Liu et al., 2015). Nuestros experimentos revelaron que NACa no
mejoraba la supervivencia de las moscas deficientes de frataxina, mientras que en un estudio en el que
inducian con un insecticida estrés oxidativo, a concentraciones de 75 ug/mL mejoraba
significativamente la supervivencia (Martelli et al., 2020). Por lo tanto, es posible que la concentracidn
utilizada sea demasiado baja para observar un efecto positivo en la fisiologia de la mosca. Ademas, en
nuestro escenario experimental, NACa mejoré la capacidad de escalada de las moscas con
interferencia de frataxina tanto de forma ubicua como en la glia significativamente, de una forma mas
pronunciada que NAC. Estos efectos concuerdan con el aumento en la concentracién de ATP
observada, por lo que se confirma el papel de los inhibidores de ferroptosis en la reducciéon del estrés
oxidativo y en el correcto funcionamiento de la actividad mitocondrial. No obstante, el papel
neuroprotector de la NACa a una concentracidn de 40 pg/mL ha demostrado capacidades limitadas en
nuestro escenario, del mismo modo que tampoco habia resultado efectiva en otro modelo de la
enfermedad (Chen et al., 2016). De nuevo, parece que la concentracion del farmaco es crucial para
revertir los fenotipos neuroldgicos asociados a la AF. Este resultado también puede estar condicionado
a la suplementacion farmacoldgica de NACa en la etapa adulta de la mosca y no desde el estado de
larva como el caso de NAC. A pesar de los beneficios en el adulto, NACa presentaba cierta toxicidad
para las moscas modelo durante el desarrollo. Por lo tanto, en el caso de NAC 2,5 mM y NACa es posible

que sus niveles reduzcan demasiado el estrés oxidativo en las primeras etapas de la enfermedad en la
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que los niveles de ROS no son demasiados elevados. Esto respaldaria la teoria de la mitohormesis, la
cual determina que unos niveles basales de ROS dentro de las mitocondrias mantienen en constante
activacion al sistema antioxidante y favorece a una mayor resistencia al estrés cuando la enfermedad

ya es del todo desarrollada (Ristow & Zarse, 2010).

Si el desequilibrio de los lipidos es un factor clave en la enfermedad de la AF en la mosca de la
fruta y los perodxidos lipidicos son la causa principal de los sintomas, existe la posibilidad de reducir los
efectos negativos de la pérdida de frataxina mediante la regulacién de los niveles de lipidos y/o la
cantidad de lipidos peroxidados presentes (Navarro et al., 2010). Asi, mediante los inhibidores de la
ferroptosis empleados esperdbamos que se contrarrestasen estas condiciones. No obstante, ni la
coexpresién de mGPX1 ni el tratamiento con NAC 1mM supuso una disminucion del contenido lipidico
en el cerebro de las moscas. Este resultado sugiere que los inhibidores empleados estan destinados a
tratar la ferroptosis en las moscas vy, por lo tanto, a eliminar una de sus principales causas, los lipidos
peroxidados. Por lo tanto, la cantidad de lipidos neutros no es restaurada pero si la cantidad de
peréxidos lipidicos. Seria necesario llevar a cabo una serie de procesos experimentales tales como la
tincion de los lipoperdxidos con el colorante BODIPY 581/591 C11, con anticuerpos especificos o con
el ensayo espectofotométrico LPO-586 (OxisResearch), que cuantifica la cantidad de MDA en la mosca

(Cotticelli et al., 2013; Navarro et al., 2010) para corroborar dicha hipédtesis.

Debido a la capacidad de NAC y NACa de regenerar la cantidad de GSH necesaria para la
detoxificacidn de los lipidos peroxidados mediante la accién de GPx, como por ejemplo mGPX1, seria
interesante estudiar la combinacidon de ambos inhibidores ferroptdticos en modelos de deficiencia de
frataxina para comprobar si la actividad conjunta consigue mejorar ain mas los fenotipos asociados a

la AF.

En conjunto, debido a las capacidades observadas para rescatar la longevidad, locomocion y
neurodegeneracidon en modelos de AF de los inhibidores ferroptoéticos genéticos y farmacoldgicos, se
apoya la hipdtesis de que sea la ferroptosis la causa de muerte celular. Ademas, estos inhibidores se

podrian convertir en potenciales tratamientos terapéuticos para la ataxia de Friedreich en un futuro.
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Sobre el estudio del efecto de los inhibidores ferroptéticos en las manifestaciones patoldgicas

de la ataxia de Friedreich en modelos in vivo de Drosophila melanogaster sacamos las siguientes

conclusiones:

No hemos encontrado una alteracién en marcadores de apoptosis a excepcidon de reaper,
incluso a los 30 dias cuando los fenotipos de le enfermedad son evidentes en las moscas
deficientes en frataxina. Por ello, es muy probable que otras formas de muerte celulares sean

relevantes en los modelos de Drosophila de AF.

La inhibicidn genética de la ferroptosis mediante la expresion del gen de raton mGPX1 y la
inhibicidon farmacolégica mediante NAC o NACa han sido suficientes para rescatar algunos
fenotipos provocados por la deficiencia de frataxina como la longevidad, locomocién y

neurodegeneracion.

Sigue siendo un factor importante establecer la concentracién dptima de cada farmaco para
evitar altas concentraciones que puedan resultar tdxicas o concentraciones demasiado bajas

gue carezcan de capacidad terapéutica.

Los tratamientos empleados, asi como la expresidn de mGPX1, se han demostrado incapaces
de reducir los niveles de lipidos en el cerebro, lo cual podria indicar que su mecanismo de
actuacion es influir sobre la cantidad de lipidos peroxidados, principal causante de la

ferroptosis.
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8. ANEXO

8.1. Analisis de la expresion del gen mGPX1

El experimento consistié en el estudio de la capacidad de la linea UAS-mGPX1 para expresar el
gen mGPX1 en Drosophila. Para ello, se estudié su expresidon en moscas ActinG4>mGPX1, utilizando
como control negativo moscas con el genotipo ActinG4>+. Los resultados muestran que el gen mGPX1
no se expresa en las moscas control, por lo que su CT es indeterminado (Figura A1A), mientras que en
las moscas ActinG4>mGPX1, si que se obtienen valores de CT de unos 20 ciclos (Figura A1B), por lo que
la expresidn ha sido un éxito.

A ActinG4>+ B ActinG4>mGPX1
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Figura Al. Andlisis de la coexpresion de mGPX1 en moscas sin deficiencia de frataxina. (A) Expresion de mGPX1
en moscas control en las que no se ha llevado a cabo la interaccidn genética. El valor de Ct es indeterminado
debido a la ausencia de gen. (B) Expresién de mGPX1 en moscas en las que si se ha llevado a cabo la interaccién

genética, ya que se obtiene valor de Ct.

Tabla Al. Secuencia de los cebadores utilizados en la PCR semicuantitativa.

Genes Secuencia de los cebadores (5’— 3’)
F: CCAAGCACTTCATCCGCCACC
RP49
R: GCGGGTGCGCTTGTTCGATCC
F: TGGCATTCTACATACCCGATCA
Reaper
R: CCAGGAATCTCCACTGTGACT
F: CACCGACCAAGTGCTATACG
Hid
R: GGCGGATACTGGAAGATTTGC
F: GCGTGGAAATCGGTTGCTG
Diap1
R: GATGCGATCTAATGCTTCGGC
F: AGTCCACCGTGTATGCCTTCT
mGPX1
R: GAGACGCGACATTCTCAATGA
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8.2. Relacidn del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible

Tabla A2. Objetivos de Desarrollo Sostenibles y su relacion con la investigacion de la AF.

8 | Anexo

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo Proh::: de

ODS 1. Findelapobreza. X
ODS2. Hambre cero. X
ODS 3. Saludy bienestar. X

ODS 4. Educacion de calidad. X
ODS 5. Igualdad de género. X
ODS 6. Agua limpiay saneamiento. X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante. X
ODS 8. Trabajo decentey crecimiento econémico. X
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X
ODS 10. Reduccidn de las desigualdades. X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X
ODS 12. Produccién y consumo responsables. X
ODS 13. Accion por el clima. X
ODS 14. Vida submarina. X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones solidas. X
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

Este trabajo se relaciona con el siguiente ODS de la Agenda 2030: “ODS 3. Salud y Bienestar”,

gue se centra en garantizar una vida saludable y promover el bienestar para todas las personas sin

importar su edad, género, ubicacién geografica o situacién econédmica. La investigacién de inhibidores

de ferroptosis como tratamientos terapéuticos de la ataxia de Friedreich permite ralentizar la

progresion de la AF, aliviar los sintomas y mejorar la calidad de vida de los pacientes. Ademas puede

tener un impacto directo en la reduccién de la mortalidad y morbilidad asociadas a la enfermedad. Por

lo tanto, aunque sea una enfermedad rara que tenga una prevalencia muy baja en la poblacién es

necesaria su investigacion para obtener nuevos enfoques terapéuticos.

41



