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Nuestro grupo tiene una larga trayecto-
ria en el estudio de diversos mecanismos
celulares relacionados con la sefializaciéon
celular, concretamente en relaciéon con la
respuesta a estrés ambiental: oxidativo y
nutricional, con el envejecimiento celular a
través del estudio de la extensién cronolé-
gica de laviday con el metabolismo del hie-
rro en la levadura Saccharomyces cerevisiae.

En los dltimos afios nos hemos interesa-
do por:

© Los mecanismos de sefializacion
que regulan la autofagia, dependientes del
metabolismo del hierro y de la glucosa uti-
lizando el modelo Saccharomyces cerevisiae.

© Caracterizacién de nuevas fun-
ciones en proteinas humanas y vegetales
de interés que estan relacionadas con
el metabolismo del hierro, mediante la
humanizacion o la expresién heterdloga
en la levadura.

© Desarrollo de una linea de trans-
ferencia e innovacién orientada a paliar el
déficit de hierro en pacientes aquejados de
anemia ferropénica de una manera segu-
ra, no inflamatoria y sostenible.

Senalizacion celular y
metabolismo del hierro

El hierro es un metal esencial que inter-
viene en diversos procesos biolégicos
comunes a todas las células eucariotas.
La produccién de ATP, la respiracién mito-
condrial, la sintesis y reparacion del ADN
y, en general, el crecimiento celular son
funciones celulares que requieren hie-
rro. En Saccharomyces cerevisiae, el hierro
se almacena en vacuolas y mitocondrias;
una parte del hierro libre en forma de Fe
3+ puede provocar estrés oxidativo, dafio
en el DNAy en diversas estructuras celu-
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lares. En S. cerevisiae todos los genes que
participan en el metabolismo del hierro se
denominan “regulén del hierro” que esta
bajo la estrecha supervisiéon de los factores
de transcripcion Aft1/Aft2. Aft1 se translo-
ca en el nucleo cuando el hierro es limi-
tante. La funcién transcripcional de Aft1
esta regulada por las dos glutaredoxinas
monotidlicas redundantes, Grx3 y Grx4,
que participan en la exportacién de Aft1
desde el nucleo al citoplasma (nuestras
publicaciones anteriores).

Nuestros estudios recientes (Pujol-Ca-
rrién et al, 2021) demostraron que la via
de integridad celular PKC1-MAPK intervie-
ne en la correcta actividad del regulén del
hierro. Demostramos que la MAPK SIt2 (la
MAPKKK de la via Pkc1) se une directamen-
te a Aft1 y regula negativamente su fun-
cién mediante fosforilacién durante todas
las fases del crecimiento. La pérdida de la
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Bulk autofagia: Localizacién vacuolar
de Atg8GFP determinada mediante
colocalizacién con el colorante lipofilico
vacuolar FM4-64.

Rad52YFP foci en respuesta a estrés
oxidativo (panel izquierdo). Cables
de actina en células en crecimiento
exponencial (panel derecho)
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funcién de SIt2 tiene un impacto negativo
en la esperanza de vida cronolégica debido
a la desregulacién de Aft1 y la toxicidad
por sobrecarga de hierro.

Ademas, hemos podido determinar (Mon-
tella-Manuel et al,, 2023) que la ruta TORC2/
Ypk1 es responsable de la localizacién
nuclear de Aft1 en respuesta a la sefial de
escasez de hierro a través de la actividad
de la via de los esfingolipidos.

S cerevisiae como
herramienta para la
caracterizacion de
nuevas funciones de
proteinas eucariotas

S. cerevisiae es un modelo microbiano
eucariota 6ptimo para estudiar los proce-
sos biolégicos en organismos superiores,
a pesar de su divergencia evolutiva. La
funciéon molecular de las glutaredoxinas
Grx3y Grx4 de levadura es sumamente
interesante, ya que ambas proteinas son
necesarias para mantener una correcta
homeostasis del hierro y una respuesta
eficiente al estrés oxidativo. La proteina
ortéloga humana Glrx3 (PICOT) est4 aso-
ciada a diversas enfermedades huma-
nas relacionadas con desregulacién del
transporte y almacenamiento del hierro
intracelular asi como con procesos onco-
|6gicos y senescentes. La humanizacion de
la levadura y el uso de librerias de ratén
y humanas nos permitié caracterizar una
asociacion entre la GMP sintasa humanay
la proteina GIrx3 dando lugar a un comple-
jo cuyo papel esencial consiste en regular
la actividad de la quinasa Gcn2, también

conservada en S. cerevisiae y cuya funcién
principal esta involucrada en la respuesta
a estrés. La importancia evolutiva de este
mecanismo queda avalada por demos-
tracién de su conservaciéon en levaduras,
ratones y humanos (Mechoud et al., 2020).

Desde principios de este siglo, S. cerevisiae
se ha modificado ampliamente con genes
humanos y vegetales para evaluar su fun-
cioén. Hemos utilizado la estrategia de expre-
sion de proteinas heterélogas en levadura
para ilustrar las caracteristicas funcionales
de las ferritinas humanas y de soja. Hemos
podido identificar diferencias interesantes
entre las ferritinas humanas y de soja en
cuanto a localizacién celular y estabilidad
proteica. Sin embargo, las cuatro ferritinas
H, L, H1y H2 presentan funciones noveles,
conservadas y similares entre ellas como
reductoras y neutralizadoras de los efectos
negativos que las ROS, dependientes de la
presencia de hierro en la célula, provocan
en la viabilidad celular y en el dafio al DNA,
mas especificamente en el proceso de DSB
(Pujol-Carrién y de la Torre Ruiz, 2025).

Autofagia, senales,
metabolismo y hierro

La macroautofagia (bulk autophagy) es
un proceso en el que varios componentes
celulares (dafados o superfluos), organu-
los, elementos citoplasmaticos, microor-
ganismos, etc, son engullidos dentro de
vesiculas citosélicas de doble membrana
llamadas autofagosomas (omegasomas
en humanos). En eucariotas, la maquinaria
central de la autofagia incluye los cuatro
pasos siguientes: Induccién que se inicia
mediante la activacion del complejo Atg1.
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Nucleacion de vesiculas para reclutar pro-
teinas Atg, vesiculas COPIly lipidos al sitio
de ensamblaje del fagéforo (PAS). Forma-
cion de autofagosomas y Expansion y fina-
lizacién de vesiculas. La membrana externa
del fagosoma se fusiona a la membrana
vacuolar (lisosomas en humanos) liberan-
do un cuerpo esférico denominado cuerpo
autofagico. Este es digerido por hidrolasas,
liberando al citosol los productos de des-
composicién resultantes de la digestién
que ocurre en dichos organulos para ser
reciclado por las células. Es una via de reci-
claje esencial para la supervivencia celular.
S. cerevisiae ha sido un magnifico modelo de
estudio de la autofagia general y de la espe-
cializada, consecuencia de su importancia
lo ha sido la obtencién del premio Nobel
de Medicina en 2016 por Yoshinori Oshumi
por sus estudios acerca de la autofagia en
el modelo eucariota S. cerevisiae.

En nuestro grupo, hemos investigado los
efectos que la limitacion de hierro provoca
en la autofagia en S. cerevisiae. Asi, deter-
minamos que la privaciéon de hierro acti-
va la macroautofagia (bulk autophagy) en
condiciones de crecimiento donde el hierro
es el Unico nutriente limitante. Tor2-Ypk1
es necesario para detectar y transmitir la
sefal de ausencia de hierro, lo que per-
mite a Tor1 desfosforilar Atg13 e inducir
el mecanismo de autofagia. Snf1/AMPK y
Aft1 participan en la deteccion de la sefial
de reposicién de hierro, lo que conduce a la
induccion de Tor1y la consiguiente repre-
sion de la autofagia. Asi, la limitacion de
hierro provoca una entrada temprana en
la quiescencia y la prolongacién de la vida
cronolégica, condicionada a la activaciéon
simultdnea de la maquinaria de autofagia
(Montella-Manuel et al., 2021a).

a1
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Esquema representativo de las interrelaciones existentes entre diversas vias de sefializacién celular,
el metabolismo del hierro, la regulacién de la autofagia y la extensién de la vida en Saccharomyces
cerevisiae (publicado por el grupo en la bibliografia adjunta).

En otro trabajo, demostramos que la
autofagia en masa se induce en gran
medida durante la transicién diauxica,
de forma totalmente dependiente de la
disponibilidad de glucosa y aminodci-
dos. Comprobamos que Mtl1, uno de los
receptores de la ruta de integridad celular
PKC1-MAPK, tiene un papel fundamental
en el mantenimiento de una correcta
homeostasis celular en periodos de esca-
sez de glucosa en S. cerevisiae ya que es
determinante para la deteccién de la con-
centracién de glucosa y para la transmi-
sién de dicha sefial a las proteinas Ras2
y Sch9, ello converge en la fosforilacion
de Atg1y la activacién de la maquinaria
macroautofagica (Montella-Manuel et al.,
2021b). Contrariamente a lo que se ha
publicado con otras respuestas, la fun-
cion del complejo TORC1 no participa en la
induccion de la autofagia durante el shift
dialixico cuando la glucosa es limitante.
Sin embargo, en este contexto, la quinasa
Gcn2 si es necesaria para regular la acti-
vacion de la autofagia tras la carencia de
aminoacidos que ocurre posteriormente
a la de glucosa, independientemente
del complejo TORC1. La funcién de Mtl1
también participa en la sefializacion de la
degradacion autofagica de las mitocon-
drias durante la fase estacionaria a través
de Ras2y Sch9, de forma dependiente de
las proteinas Atg33 y Atg11 e independien-
te de la proteina Atg32, el receptor cano-
nigo de la mitofagia.

La extraordinaria conservaciéon que
existe entre la maquinaria genética de
S. cerevisiae y la célula humana en lo que
respecta ala autofagia, hace que esta leva-
dura siga siendo pionera en la identifica-
cién de genes que participan en procesos
autofagicos aun no bien caracterizados.
El final de la autofagia y la posibilidad de
un reciclaje especifico de sustratos es uno
de ellos. Las proteasas vacuolares/ lisoso-
males, son especialmente relevantes en
condiciones de carencia de nutrientesy e
induccién de autofagia, ya que la vacuo-
la es casi en su totalidad responsable
de la degradacion de proteinas celulares
en estas condiciones. Ademas, muchas
enfermedades humanas estan asociadas
a defectos en protedlisis y eflujo lisosomal

En este contexto, una de nuestras lineas
presentesy futuras tiene como finalidad el
avance en el conocimiento de las proteinas
y procesos que intervienen en el final de la
autofagia, en estrecha relacién con el reci-
clado del hierro y las principales rutas de
sefializacién, como es el caso de TORC2/via
de los esfingolipidos. A partir de una apro-
ximacién proteémica previa hemos iden-
tificado varias proteinas candidatas (dos
de ellas relacionadas con enfermedades
raras) que tenemos la intencién de explo-
rar. Nuestro objetivo ademas de contribuir
al conocimiento de estos procesos es qui-
zas abonar el camino para el desarrollo de
nuevas herramientas terapéuticas.
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